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 La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiológico es el protozoo parásito 
Trypanosoma cruzi, se caracteriza por una intensa miocardiopatía inflamatoria 
generada primariamente por la infección, pero sostenida en el tiempo por mecanismos 
que aún no se conocen de manera acabada. Diversos mediadores de la respuesta 
inmune del hospedador infectado podrían ser en parte responsables de la 
fisiopatogenia de la enfermedad.  
 El objetivo general del presente trabajo fue examinar la contribución de distintos 
mediadores inflamatorios (citoquinas, quimioquinas y sus receptores específicos) a la 
inmunopatogénesis de la miocardiopatía chagásica y evaluar el efecto modulador que 
el tratamiento etiológico con benznidazol pudiera ejercer sobre estos mediadores y la 
patología inflamatoria. 
 Nuestro estudio hizo foco en factores potenciales de patogenia chagásica que 
permanecían inexplorados, como la citoquina proinflamatoria MIF, analizando su 
relevancia biológica tanto en el modelo animal como en pacientes infectados con 
distinto grado de compromiso cardíaco.  
 La infección aguda por T. cruzi induce la producción temprana de MIF, el cual 
cumple un rol importante en la resistencia frente al parásito. MIF demostró in vitro ser 
un agente que favorece, per se o en forma sinérgica con IFN-γ, la eliminación 
temprana de los parásitos intracelulares por los macrófagos, promoviendo la 
generación de otras citoquinas proinflamatorias como TNF-α, especies reactivas del 
oxígeno y óxido nítrico. En la infección reciente, los pacientes presentaron niveles 
circulantes incrementados de MIF, que estarían vinculados con un mecanismo 
defensivo precoz frente al T. cruzi. Más allá de su función inmunoprotectora, la 
producción local exacerbada de MIF puede asociarse con el daño inflamatorio muscular 
que se verifica al inicio de la infección. En ratones con Chagas agudo encontramos que 
MIF se expresa en áreas de inflamación en tejidos musculares claves (miocardio y 
músculo esquelético), tanto en las miofibras como en los leucocitos infiltrantes. Este 
incremento temprano de MIF se localiza en un entorno caracterizado por un aumento 
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(CCL5, CXCL9) y sus receptores específicos (CCR5, CXCR3), en paralelo con la 
severidad de la carga parasitaria y de la injuria tisular. 
 Una vez contenido el avance del parásito, la inducción persistente de mediadores 
inflamatorios es capaz de provocar daño en tejidos, agravando el curso de la infección. 
En este sentido, en pacientes con Chagas crónico hallamos que el nivel sérico de MIF 
era más elevado en aquéllos que presentaban sintomatología severa que en los 
individuos asintomáticos. Se verificó la existencia de correlación entre los valores de 
MIF circulante y parámetros ecocardiográficos (diámetro ventricular, auricular y de 
aorta; fracción de acortamiento) y de laboratorio (proteína C reactiva de alta 
sensibilidad en suero) indicativos del grado de disfunción cardíaca causada por la 
infección prolongada con T. cruzi. Coincidentemente, demostramos una alta producción 
de MIF (en cardiomiocitos e infiltrado inflamatorio) en el corazón de ratones con 
miocarditis por infección a largo plazo con T. cruzi, mientras que dicha inducción 
aparecía notoriamente atenuada en la forma indeterminada de la enfermedad. Esto 
reafirma la asociación planteada entre incremento progresivo de la expresión de MIF, 
patología inflamatoria y miocardiopatía chagásica crónica. El aumento de MIF podría 
ser un factor patogénico en la etapa crónica de la infección, aportando al daño en 
corazón y musculatura esquelética mediante el reclutamiento y activación de células 
mononucleares productoras de citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del 
oxígeno. Sumado a su rol proinflamatorio, MIF podría por otro lado contribuir a 
preservar los cardiomiocitos, protegiéndolos de la apoptosis resultante de la 
interacción con el parásito, y favorecer así el establecimiento de una infección crónica 
por T. cruzi en miocardio. 
 Además, en ratones con infección crónica se registró una inducción del receptor 
de quimioquinas CXCR3 en células mononucleares de sangre periférica. La 
identificación de una fracción de la subpoblación T CD8+, predominante en el infiltrado 
inflamatorio crónico en miocardio de animales infectados, que co-expresa CXCR3 en su 
superficie sugiere que al menos algunas de estas células pueden migrar al tejido 
cardíaco, probablemente por estímulo quimiotáctico de CXCL9. 
 También evaluamos si la terapéutica anti-T. cruzi con benznidazol provoca algún 
impacto sobre los niveles de expresión de citoquinas proinflamatorias, incluyendo MIF. 
En pacientes pediátricos en el estadio indeterminado registramos una tendencia 
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post-tratamiento. Más aún, en el modelo murino encontramos que la administración de 
la droga parasiticida durante la fase crónica de la infección -tendencia de creciente 
consenso en la actualidad- modula negativamente la expresión de MIF en miocardio y 
reduce la patología inflamatoria en tejidos cardíacos. Así, a la actividad parasiticida del 
benznidazol cabe añadir su capacidad inmunomoduladora que ayudaría a limitar una 
respuesta inflamatoria exacerbada y la injuria en órganos claves del hospedador.  
 En vista de nuestros resultados, concluimos que MIF es un factor importante para 
el control del parásito en el período inicial de la infección, pero de persistir su inducción 
durante la etapa crónica podría convertirse en un mediador inflamatorio  que puede 
contribuir a la progresiva disfunción cardíaca generada por T. cruzi. El tratamiento 
etiológico con benznidazol durante la infección crónica sería capaz de ejercer un efecto 
inmunomodulador sobre MIF, de modo de mantener bajo control su potencial 
patogénico. En conjunto, estas observaciones representan un aporte para esclarecer 
los elementos participantes de mecanismos inmunopatogénicos asociados con la 
miocardiopatía chagásica y podrían ser útiles en el diseño de terapias novedosas para 


































1.     Enfermedad de Chagas: generalidades 
 
 La enfermedad de Chagas (ECh), causada por el parásito Trypanosoma cruzi (T. 
cruzi), es la principal causa mundial de muerte por dolencia cardíaca de origen infeccioso, 
constituyendo así un problema de relevancia sanitaria sobre todo en América Latina. 
Aproximadamente 10 millones de individuos están infectados con el parásito y unas 
12.000 muertes anuales se asocian con la infección, surgiendo 56.000 nuevos casos por 
año1,2. Paulatinamente, esta enfermedad está invadiendo países que la desconocían, 
debido a la migración de individuos originarios de zonas endémicas. Es así como Estados 
Unidos de América y España informan alrededor de 300.000 y 65.000 personas 
infectadas, respectivamente3,4. 
 
 En nuestro país, cerca de 1.700.000 personas padecen esta enfermedad, siendo la 
población de áreas rurales endémicas la más vulnerable. Actualmente, las regiones con 
alto riesgo para la transmisión vectorial comprenden las provincias del norte del 
territorio, como Chaco, Formosa, Salta y Santiago del Estero, y del oeste, como San Juan 
y Mendoza5. Si bien se ha reducido la tasa de infestación domiciliaria por el insecto 
vector entre los años 1982 y 19936, la situación no se encuentra completamente 
controlada. Para interrumpir la transmisión, es necesario optimizar las actividades de 
control vectorial y no vectorial, con una vigilancia activa permanente y con el diagnóstico 
y tratamiento oportuno de las personas infectadas. En base al trabajo sostenido en los 
últimos años, se ha logrado interrumpir la transmisión vectorial y transfusional en 8 
provincias argentinas (Informe Oficial del Programa Nacional de Chagas del Ministerio de 
Salud de la Nación, agosto 2012). 
 
 Hace dos décadas, los programas de control apuntaban exclusivamente a la 
eliminación del insecto vector1 y la interrupción de la transmisión transfusional del 
parásito7. En la actualidad, con el uso de nuevas técnicas y estrategias, se intenta 
abarcar distintos ámbitos relacionados con la enfermedad, antes desatendidos: control 
vectorial (mejoramiento de viviendas, ampliación de vigilancia), control transfusional 
(expansión de las redes de control serológico de donantes), diagnóstico del infectado 
(desarrollo de reactivos, mejoramiento de técnicas, detección del ADN del parásito), 
manejo del infectado agudo (mejor diagnóstico y acceso al tratamiento parasiticida) y del 
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1.1- Agente etiológico 
 
 El Trypanosoma cruzi es un protozoo intracelular obligado, uniflagelado 
perteneciente al orden Kinetoplastida, que presenta una organela distintiva, el 











Especie: Trypanosoma cruzi 
 
 El parásito alterna, durante su ciclo de vida natural, entre el hospedador vertebrado 
y el invertebrado. En ambos se alojan las distintas formas que adopta: mientras que en 
el insecto (agente vectorial) se encuentra como epimastigote y tripomastigote 
metacíclico, en el mamífero se observan tripomastigotes sanguíneos y amastigotes 
intracelulares. Estos estadios evolutivos pueden diferenciarse por sus características 
morfológicas: 
 
- Epimastigote: forma proliferativa en el intestino de la vinchuca; el flagelo se origina 
próximo y por delante del núcleo, surgiendo del costado del cuerpo del parásito y 
dándole a la membrana un movimiento ondulante. 
 
- Tripomastigote: carece de capacidad replicativa. Está presente en la circulación 
sanguínea del mamífero y en la ampolla rectal de la vinchuca (metacíclico); el 
flagelo nace por detrás del núcleo y emerge del costado, formando una membrana 
ondulante de importante extensión, mayor a la del epimastigote. 
 










Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. 
(adaptado de http://www.cdc.gov/parasites/chagas/epi.html 20123) 
 
 El parásito es transmitido por el insecto Triatoma infestans, comúnmente llamado 
en nuestro país “vinchuca”. Los insectos parasitados, luego de alimentarse del mamífero, 
depositan en sus deyecciones las formas infectivas de T. cruzi; éstas penetran por la 
mucosa o las erosiones de la piel, producto del rascado por el escozor que provoca la 
materia fecal del triatomino. Una vez en el organismo, el parásito es capaz de infectar 
prácticamente cualquier tipo celular nucleado, aunque suele tener un tropismo diferencial 
por las células fagocíticas, musculares (corazón, músculo esquelético), sistema nervioso, 
aparato digestivo y sistema reticuloendotelial. Una vez dentro de la célula, el 
tripomastigote se diferencia a amastigote, forma en la cual se replica por división binaria, 
formando “nidos” dentro del citoplasma. Luego de un número de duplicaciones, los 
amastigotes se diferencian a tripomastigotes sanguíneos, que son liberados a la 
circulación lisando la célula. Estos parásitos vuelven a infectar células aledañas o 
distantes, con la posterior multiplicación intracelular de los mismos. El ciclo concluye 
cuando un triatomino no infectado se alimenta de un mamífero parasitado; en el 
intestino de la vinchuca los tripomastigotes ingeridos se diferencian a epimastigotes, 
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 La principal vía de infección es la vectorial, ya que se informó que el 95% de los 
individuos que dijeron estar en contacto con vinchucas, tuvieron serología positiva11. Sin 
embargo, otras vías de infección también son posibles, aunque en menor proporción: la 
congénita, la transfusional, por trasplante de órganos, la oral y la contaminación 
accidental. Estas vías no vectoriales cobran relevancia en las ciudades donde, debido a 
las migraciones internas, se realiza el pasaje del patógeno de un individuo infectado a 
uno sano, sin intervención de la vinchuca. Debido a estas formas de infección, la 
migración de personas infectadas plantea un problema de salud pública, no solo para los 
países endémicos, sino también para aquellos que no registren transmisión vectorial del 
parásito, por ejemplo, Canadá y Estados Unidos de América12, como se mencionó 
previamente. 
 
2.     Curso de la infección por T. cruzi 
 
 Habitualmente, en la enfermedad pueden diferenciarse 3 períodos evolutivos: una 
etapa aguda, una tradicionalmente considerada indeterminada y una crónica. La primera 
es generalmente asintomática, aunque en ocasiones puede presentar síntomas y signos 
clínicos de distinta especificidad, como fiebre elevada y diarrea13. En esta etapa en 
algunos pacientes se observa el característico signo de Romaña (complejo oftalmo-
ganglionar), que consiste en edema bipalpebral unilateral y conjuntivitis, dando la forma 
de “ojo en compota”, junto con adenopatía satelital. La mayoría de los infectados en 
etapa aguda son niños menores de 10 años de edad14; de ellos, una gran proporción 
desarrollará una forma benigna de la enfermedad, mientras que en un porcentaje 
reducido se presentará como formas graves tempranas (meningoencefalitis, 
miocardiopatía).  
 
 La segunda etapa es un período asintomático de evolución silenciosa que continúa a 
la etapa aguda y puede durar décadas. Alrededor del 70% de los pacientes que cursan 
esta etapa evolucionan de forma favorable y permanecen en este estado hasta el deceso 
natural. La falta de síntomas específicos evidentes es tan característica que lo único que 
diferencia a un enfermo de Chagas en esta etapa de un individuo sano, es la serología 
reactiva15. Los estudios más frecuentes muestran la falta de evidencia de daño cardiaco, 
como lo demuestran el electrocardiograma y la radiografía de tórax normales. Sólo 
estudios complementarios más específicos, como la electrocardiografía de 24 hs (Holter), 
el ecocardiograma (ECO) y la cámara gamma dan cuenta de las lesiones clínicas de otro 
modo imperceptibles16,17. Debido a estos estudios, al antecedente endémico/ 
epidemiológico y a la serología positiva es que puede realizarse un diagnóstico efectivo 
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Sociedad Argentina de Cardiología y un comité de expertos en el cual acordaron la 
eliminación del término “etapa indeterminada”. La nueva clasificación establece una 
etapa aguda, con o sin síntomas y una etapa crónica, con o sin patología demostrable18. 
A pesar de este nuevo consenso, se sigue utilizando la anterior denominación por 
simplicidad.  
 
 Finalmente, deviene una etapa crónica en la cual, en el 30% de los casos, se 
desarrolla una importante cardiopatía inflamatoria, con destrucción de células cardíacas 
seguida de fibrosis, que puede conducir a falla congestiva e incluso la muerte19. Que un 
individuo permanezca en etapa asintomática o progrese hacia la miocardiopatía 
chagásica crónica, parece depender de varios factores: tiempo de exposición al vector en 
zona endémica, edad, número de re-infecciones, nivel educativo y socio-económico, tipo 
de actividad laboral, tiempo de evolución de la infección, estado de nutrición y por lo 
tanto, del sistema inmune20,21, además de las características genéticas del parásito 
infectante y del hospedador. La patología cardiaca es florida, pudiéndose presentar 
desequilibrios como arritmias ventriculares graves, trastornos de la conducción eléctrica 
intraventricular, dilatación, bradicardia por debajo de los 55 latidos por minuto y 
extrasístoles, todo ello afectando el ritmo y la frecuencia cardíaca22,23. Otra manifestación 
característica de la etapa crónica es la destrucción neuronal provocada por el parásito; 
estas lesiones afectan principalmente al sistema nervioso autónomo parasimpático, 
pudiendo quedar destruidas hasta el 80% de las estructuras nerviosas del corazón24. Esta 
disautonomía compromete tanto al tejido cardiaco como al músculo liso del sistema 
digestivo, ocasionando la dilatación de los órganos, característica de la enfermedad25.  
 
3. Diagnóstico de laboratorio de la infección por T. cruzi 
 
 Las distintas técnicas que se utilizan para el diagnóstico de la ECh varían según el 
estadio de la infección en que se encuentre el paciente. En la infección aguda (o en 
reactivación por inmunosupresión) y congénita, dado que el parásito se encuentra en 
niveles destacados en forma circulante, éste puede ser visualizado microscópicamente. 
Entre los métodos parasitológicos de detección directa, el microhematocrito y el Strout26 
son los de referencia27. Aunque hay publicaciones recientes sobre el uso de la reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) en tiempo real para la detección de ADN del parásito, aún 
no hay un consenso establecido para ser utilizada en el laboratorio de rutina28. Dentro de 
los métodos parasitológicos de detección tardía deben mencionarse el xenodiagnóstico y 
el hemocultivo. Si bien tienen alta sensibilidad y pueden utilizarse en el diagnóstico de la 
infección aguda o crónica, requieren de una infraestructura compleja y no brindan un 
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utilizan métodos de diagnóstico indirectos, basados en la detección de anticuerpos 
circulantes específicos anti-T. cruzi. Las técnicas más frecuentemente usadas son el 
enzimoinmunoensayo (ELISA) convencional o con antígenos recombinantes, la 
inmunofluorescencia indirecta, la hemaglutinación indirecta y la aglutinación pasiva de 
partículas29. De acuerdo al criterio de la Organización Mundial de la Salud (OMS), se 
considera que un individuo está infectado cuando presenta al menos 2 pruebas serológias 
reactivas. En caso de resultados discordantes, deberá realizarse una tercera técnica 
(Guía de Diagnóstico y Tratamiento de Pacientes con Enfermedad de Chagas, Programa 
Nacional de Chagas)  
 
4. Tratamiento etiológico de la enfermedad de Chagas 
 
 En la actualidad, una de las pocas drogas autorizadas disponibles que resulta eficaz 
para el tratamiento durante la etapa aguda de esta parasitosis, es el benznidazol (N-
benzil-2-nitroimidazol acetamida, BZ). Este derivado nitroheterocíclico es capaz de 
reducir la parasitemia hasta niveles no detectables, eliminar los síntomas de la fase 
temprana y abreviar el curso de la infección30. El mecanismo de acción de la droga 
reside en la generación de radicales libres producidos durante su metabolismo, 
afectando las formas intra y extracelulares del parásito31. Los metabolitos 
nitrorreducidos del BZ pueden unirse directa y covalentemente a macromoléculas 
biológicas, como proteínas, ácidos nucleicos y lípidos, generando un daño irreversible en 
ellas. El sistema antioxidante de T. cruzi se basa principalmente en los tioles tripanotiona 
y glutation, mientras que carece de otras moléculas como α-tocoferoles, ascorbato, β-
carotenos y de enzimas como catalasa y glutation peroxidasa32. EL BZ, al conjugarse con 
estos tioles, reduce el contenido final de estas moléculas antioxidantes disponibles, 
quedando el parásito con una respuesta deficiente ante el estrés oxidativo. El contenido 
diferencial de tioles en la célula hospedadora y en el parásito es una marca bioquímica 
distintiva, de la cual depende la eliminación del T. cruzi o de la célula infectada. 
 
 El otro fármaco autorizado y que se utiliza habitualmente para el tratamiento 
etiológico de la ECh, es el nifurtimox (NF), un derivado nitrofurano, cuya acción 
parasiticida es similar a la descripta para el BZ32. En el caso del NF, no hay unión 
covalente directa entre las especies nitrorreducidas derivadas de la droga y las 
macromoléculas biológicas, sino que son los radicales del O2 (peróxido de hidrógeno 
(H2O2), el anión superóxido (O2
●-) y el radical hidroxilo (●OH)), generados en un ciclo 
redox, los que dañan irreversiblemente el ADN, proteínas y lípidos. Nuevamente, serán 
los niveles de las defensas antioxidantes del parásito y la célula hospedadora los que 
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aislamientos de T. cruzi que no son susceptibles a la acción de la terapéutica 
parasiticida33. Frente a esta situación, en los últimos años se ha investigado el potencial 
tripanocida de numerosos compuestos sintéticos y naturales34, aunque ninguno de ellos 
ha brindado mejores resultados que BZ o NF.  
 
 Durante la fase aguda de la infección, ya sea adquirida por transmisión congénita o 
vectorial en los primeros años de vida, el tratamiento resulta fundamental, ya que la cura 
parasitológica asciende prácticamente al 100% de los pacientes tratados35.  Se han 
descripto algunos efectos secundarios luego de la administración del BZ, tanto en 
pacientes pediátricos36 como adultos37. En su mayoría se trata de trastornos 
dermatológicos (urticaria), aunque pueden aparecer también vómitos, dolor abdominal y 
cefalea. Si bien estos eventos pueden registrarse en la población infantil, no justifican la 
interrupción del tratamiento ya que son fácilmente controlables36. Se ha descripto que la 
edad del paciente al momento del tratamiento es un factor relacionado con la aparición 
de estos efectos secundarios. Cuanto menor es la edad, menos eventos adversos y 
mayor probabilidad de cura. El principal elemento generador de efectos colaterales es la 
actividad enzimática de nitrorreducción y la generación de radicales libres. Esta actividad 
es muy baja en niños y adultos jóvenes, lo que puede explicar la menor incidencia de los 
mismos37. Es por esto que las guías de tratamiento de la OMS aconsejan tratar a todos 
los niños infectados menores de 14 años38, ya que logrando la cura parasitológica se 
previene en consecuencia, la progresión de la enfermedad39-41.  
 
 En la etapa crónica, en cambio, no hay un criterio globalmente aceptado sobre el 
tratamiento etiológico de los pacientes. Algunos autores argumentan que la gran 
cantidad de eventos adversos producto de la medicación no hace tolerable la 
quimioterapia en adultos42. Sin embargo, Alvarez y col. demostraron que el tratamiento 
con BZ, aún incompleto, producía la seroconversión en el 30% de los pacientes tratados 
que habían sufrido estos efectos43. Más aún, el grupo que recibió BZ evidenció una mejor 
evolución clínica. Con estos hallazgos, ha ganado consenso la posibilidad de administrar 
el tratamiento parasiticida a los pacientes con Chagas en fase crónica indeterminada, con 
el objetivo de prevenir la aparición de patología, como lo han demostrado los mismos 
autores con resultados alentadores44. Actualmente, se desarrolla un estudio multicéntrico 
en varios países de Latinoamérica para evaluar la utilidad de la terapéutica parasiticida 
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 Aunque los resultados no son concluyentes, se han descripto algunas consecuencias 
del BZ sobre la respuesta inmune del hospedador infectado, fundamentalmente en el 
modelo experimental46-48, aunque también existen observaciones en pacientes49-52. Al 
respecto, trabajos previos de nuestro laboratorio demuestran que los anticuerpos anti-
receptores muscarínicos M2, potencialmente patogénicos, disminuyen luego del 
tratamiento con BZ cuando se administra a pacientes que cursan la etapa crónica 
temprana53. Hasta el presente se cuenta con escasa información acerca del potencial 
efecto modulador de esta droga administrada en la etapa crónica de la enfermedad, 
sobre mediadores de inmunidad e inflamación.  
 
 La estrategia de la OMS para la eliminación de la ECh se basa en el control 
vectorial, el tamizaje sistemático de bancos de sangre, la detección de la transmisión 
transplacentaria y el tratamiento de los casos agudos, congénitos y de los niños 
infectados54. Sin embargo, aún se presentan dificultades en la implementación efectiva 
de las acciones que se llevan adelante en esos campos para combatir la infección por T. 
cruzi. Esta situación conduce actualmente a incrementar el esfuerzo en el desarrollo de 
nuevas drogas parasiticidas y de vacunas profilácticas y terapéuticas. Tradicionalmente, 
la exploración de vacunas contra T. cruzi se vio fuertemente restringida por el temor de 
que generaran un efecto contraproducente, idea basada en el concepto de que la ECh 
tenía en esencia una etiología autoinmune. En los últimos tiempos, se ha reunido 
evidencia numerosa y sólida que indica que la persistencia del parásito en los tejidos del 
hospedador es la responsable principal de generar y mantener el proceso inflamatorio 
patológico (ver ítem 5). Como consecuencia de estos hallazgos, a los que debe sumarse 
el acceso a las secuencias genómicas y proteómicas del parásito55,56, se impulsó la 
investigación en vacunas anti-T. cruzi como una alternativa para control o tratamiento de 
la ECh. Así, desde hace dos décadas se vienen realizando diversos estudios que incluyen 
antígenos nativos y recombinantes, vacunas ADN, parásitos atenuados, múltiples 
adyuvantes e inmunomoduladores, y estrategias de inmunización, que representan un 
firme avance en la comprensión de aquellos mecanismos relevantes para la generación 
de inmunoprotección sin provocar daño tisular57,58. Aunque la vacuna resultante no 
consiguiera generar una inmunidad esterilizante, de todos modos sería importante que 
logre reducir significativamente la carga parasitaria en el hospedador inmunizado para 
interrumpir la transición de infección a enfermedad. 
 
5. Patogénesis de la enfermedad de Chagas 
 
 A pesar de su importancia médica, los mecanismos fisiopatogénicos de la ECh no 
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número de nidos parasitarios, relativamente escasos en las infecciones humanas, no 
correlaciona patogénicamente con la intensidad del infiltrado inflamatorio y la fibrosis en 
el corazón59. Por el contrario, es posible también encontrar cierto grado de parasitismo 
en otros órganos, como el riñón, en ausencia de daño tisular significativo60. Al respecto, 
se han postulado diversas hipótesis para intentar explicar la ocurrencia de lesiones en el 
miocardio de pacientes en esta etapa de la enfermedad. Entre ellas se incluyen: la 
persistencia del parásito o sus componentes antigénicos en el sitio de inflamación61, la 
denervación del corazón, la afectación de la microcirculación cardiaca62 y la existencia de 
un destacado proceso de autoinmunidad63 e injuria tisular causada por una respuesta 
inflamatoria exacerbada64. 
 
 En la actualidad, técnicas como la PCR y la inmunohistoquímica (IHQ) con 
anticuerpos monoclonales permiten la detección de T. cruzi con mayor poder de 
resolución65. Empleando este tipo de técnicas, Tarleton y col.61, a favor de la primera 
hipótesis, sostienen que la causa primaria de la enfermedad crónica es la imposibilidad 
del hospedador de eliminar el parásito, que resulta en un daño tisular generado por la 
infección y desbalance del sistema inmune65. Según este autor, existe una relación 
directa entre la presencia del parásito y el daño al miocardio. En concordancia con estos 
resultados, Añez y col. encontraron nidos de amastigotes y un importante proceso 
inflamatorio en más del 90% de las biopsias endomiocárdicas obtenidas de pacientes 
chagásicos66. La ausencia aparente de parásitos en los sitios de infección informada 
históricamente puede deberse al uso de métodos de baja sensibilidad, como técnicas 
histoquímicas.  
 
 La disfunción del sistema nervioso autónomo fue demostrada desde la primera 
descripción de la enfermedad, realizada por el mismo Carlos Chagas67. En los últimos 
tiempos, esta disfunción fue asociada con la patogenia de los principales trastornos 
cardiovasculares y digestivos. Se ha informado que el T. cruzi induce un progresivo 
bloqueo de los receptores autonómicos o una denervación parcial del corazón, vasos 
sanguíneos y vísceras digestivas, generando la disautonomía de los órganos en 
aproximadamente el 30% de los pacientes68. Recientemente, Miranda y col. asociaron 
las arritmias ventriculares a la denervación simpática del miocardio que se observa en la 
etapa crónica, aun cuando la función cardiaca se encuentra relativamente bien 
conservada69. Se ha descripto que en la denervación del tejido cardiaco están afectados 
los receptores autonómicos, tanto los adrenérgicos como los colinérgicos muscarínicos70. 
Las alteraciones observadas a este nivel son debidas a la producción de autoanticuerpos 
capaces de interactuar con estos receptores en la superficie del miocardio71. Estas 
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la consecuente desensibilización de los receptores72. Se sugirió que la presencia de estos 
autoanticuerpos es generada por un mecanismo de mimetismo molecular entre los 
receptores autonómicos humanos y ciertas regiones de proteínas de superficie de T. 
cruzi73. Asimismo, en el suero de pacientes con Chagas crónico se demostró la presencia 
de anticuerpos que son capaces de unirse directamente a receptores adrenérgicos 
nativos74. Es la presencia de estos autoanticuerpos y no el título de los mismos que se 
asocia a la severidad de la enfermedad70. A pesar de estas evidencias, no resulta claro 
aún si la aparición de los autoanticuerpos es causa de la enfermedad o consecuencia de 
la misma75. 
 
 El compromiso de la microvasculatura en la enfermedad fue descripto a finales de 
la década del „5076, pero se asoció con la patogenia recién en los años ‟80-´9077,78,79. 
Jörg y col. describieron en autopsias de pacientes con miocardiopatía chagásica crónica 
la presencia de una importante descapilarización miocárdica, con destrucción microfocal 
extensiva de vasos capilares y la consecuente isquemia, hipoxia y miocitólisis62. A pesar 
de los hallazgos mencionados, éstos resultan insuficientes para ser aplicados a la 
patogenia como causa dominante.  
 
 La hipótesis que involucra a la respuesta inmune como factor patogénico de la 
miocardiopatía chagásica surge de una aparente contradicción: la virtual ausencia del 
parásito en el tejido a pesar del intenso infiltrado inflamatorio. Según este punto de 
vista, las células del sistema inmune que conforman el infiltrado y moléculas solubles 
liberadas al entorno cumplirían un papel fundamental en la generación del daño al tejido, 
desencadenando una reacción similar a un proceso autoinmune61. En la etapa aguda, la 
respuesta inmune de tipo 1 (TH1, proinflamatoria) es necesaria para controlar el 
parásito80,81, pero la persistencia de esta respuesta en forma desregulada durante la 
etapa crónica sería un elemento causante de la patología82-84. Con esto se evidencia que 
los mecanismos inflamatorios presentan la dualidad de contribuir tanto a la 
inmunoprotección frente al T. cruzi como al desarrollo de miocardiopatía chagásica 
crónica. Las células inflamatorias encontradas en los tejidos infiltrados durante esta 
etapa son principalmente linfocitos T CD8+85, CD4+13 y macrófagos86. Estas células, al 
infiltrar los tejidos, liberarán citoquinas (CQ) y quimioquinas (QQ) proinflamatorias que, 
a largo plazo, generan un daño en el tejido87. Entre los factores solubles liberados al 
medio, se encontrarían también anticuerpos reactivos contra moléculas propias del 
hospedador, como miosina cardiaca88, endotelio, vasos e intersticio89,90 y nervios 
periféricos91. La unión de estos anticuerpos a antígenos tisulares, sumado a la acción de 
células T autorreactivas, podría provocar los fenómenos granulomatosos y necróticos 
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 De todas las posibilidades descritas se desprende, entonces, que la patogenia de la 
miocardiopatía chagásica sería el resultado de la combinación de todas o al menos varias 
de ellas; ninguna es la causa única ni las hipótesis son mutuamente excluyentes. 
 
6. Respuesta inmune a la infección: generalidades. 
 
 Prácticamente todos los mecanismos inmunes efectores conocidos han sido 
asociados con la resistencia a la infección con T. cruzi93,80. En la fase aguda de la 
enfermedad, se desarrolla una poderosa respuesta defensiva, predominantemente de 
tipo TH1, gatillada primariamente por el parásito. Esta respuesta de carácter 
proinflamatorio, se desarrolla gracias a la liberación de CQ clásicas, como el interferón-
gamma (IFN-)94,95, las interleuquinas (IL)-1 (α y β)96 y la IL-697. Asimismo, en los 
últimos tiempos se identificó un extenso número de estos mediadores, como la IL-1298, 
IL-1599, IL-17100, IL-18101 e IL-23102 que pueden contribuir con la reacción defensiva. La 
respuesta celular es igualmente importante, e involucra principalmente la activación de 
células fagocíticas103, de linfocitos T CD8+104, CD4+ y células citocidas naturales NK105. En 
la fase aguda de la infección, los linfocitos B resultan decisivos para reclutar células T 
hacia el bazo, generar y mantener la memoria inmunológica T central y efectora, y 
participar en la inducción cruzada de células T CD8+ específicas106. Los linfocitos B 
activados por antígenos parasitarios, mediante la liberación de anticuerpos específicos 
neutralizantes, también aportan a la respuesta protectora107. Los anticuerpos participan 
en la eliminación del parásito a través de lisis mediada por complemento, fagocitosis, 
opsonización y citotoxicidad celular mediada por estas inmunoglobulinas108. 
 
 Los fagocitos, que representan la primera línea de defensa contra la infección, 
reconocen distintos componentes del parásito a través de sus receptores de superficie 
(de tipo Toll (TLR), de tipo NOD (NLR), de tipo RIG (RLR), entre otros) para diversas 
estructuras microbianas, a partir de lo cual se incrementan en número y en actividad. Por 
ejemplo, se ha descrito que glicolípidos de la membrana del parásito actúan como 
agonistas de TLR2/6 y TLR4, mientras que secuencias CpG del ADN parasitario son 
reconocidas por TLR9109. Esta activación dispara su capacidad tripanocida, que depende 
de la liberación de especies reactivas del oxígeno110 (ERO) y del nitrógeno111. En estas 
células, la acción de IFN- y del factor de necrosis tumoral (TNF) produce una fuerte 
activación de la sintetasa de óxido nítrico inducible (iNOS), lo que lleva a un incremento 
en la producción de óxido nítrico (NO) y de la destrucción intracelular de amastigotes. El 
NO es en gran medida el agente responsable de la actividad tripanocida del macrófago 
activado. No obstante lo antedicho, también se ha asociado al NO con procesos 
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distintos aspectos de la inmunidad innata y adaptativa (balance TH1/TH2, proliferación 
de células T reguladoras, migración y apoptosis de células T, producción de 
quimioquinas, expresión de antígenos de histocompatibilidad de clase II e IL-12 en 
células presentadoras de antígenos, expresión de moléculas de adhesión en linfocitos, 
etc.)113. 
 
 En células fagocíticas, el proceso de mayor importancia cuantitativa para la 
destrucción de los distintos estadios de T. cruzi es el mecanismo dependiente del oxígeno 
y mediado por peroxidasas. Ya desde la etapa temprana inicial de la infección se generan 
ERO que resultan citotóxicas para el parásito, carente o deficiente en enzimas que 
permitan metabolizarlas114. Las moléculas involucradas son el H2O2, O2
●- y el radical ●OH. 
La liberación prolongada de estos mediadores, basada principalmente en una disfunción 
mitocondrial, lleva al tejido a un estado irreversible de estrés oxidativo, condición que se 
observa en los corazones de pacientes chagásicos crónicos115. 
 
 Tarleton y col.116 evidenciaron que las células T CD4+ con perfil TH1 son de 
importancia para controlar la infección, mientras que las de perfil TH2 contribuyen a la 
persistencia del parásito y a incrementar la severidad de la patología. Los linfocitos CD8+ 
y las células NK, a su vez, pueden ejercer su efecto mediante la actividad citotóxica, 
mediada fundamentalmente por perforina y granzima B, y/o su capacidad de producir 
IFN-; estas actividades celulares son dependientes de la IL-12 liberada por células 
fagocíticas117. Las células T CD8+ generadas por la infección en su mayor parte poseen 
un receptor T de superficie con cadenas αβ; sin embargo, una reducida subpoblación de 
células T con receptor compuesto por cadenas γδ también participa de la inmunidad 
innata que favorece al desarrollo de la respuesta adaptativa TH1 y la resistencia frente a 
T. cruzi118. 
 
 La respuesta inmune anti-T. cruzi involucra además a las células NK con restricción 
por CD1d (NKT), y células reguladoras dendríticas (DCreg) y con fenotipo T (Treg). La 
acción de la población celular NKT contribuye a restringir el nivel de parasitemia y 
favorece la generación de anticuerpos contra antígenos clave del parásito119. La 
interacción entre T. cruzi y células presentadoras profesionales de antígenos, a su vez, 
lleva a una modulación diferencial de la expresión de moléculas de clase II del complejo 
mayor de histocompatibilidad y co-estimuladoras, mayormente dependiente de la 
virulencia de la cepa de parásito120. Asimismo, se ha demostrado que los tripomastigotes 
son capaces de inducir la generación de DCreg caracterizadas por un bajo grado de 
maduración y por la hipersecreción de IL-10 y del factor de crecimiento transformante 
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regula las funciones del sistema inmune, inhibiendo la proliferación de linfocitos T y la 
producción de CQ proinflamatorias, además de estar involucrados en la tolerancia contra 
antígenos propios122, control de las enfermedades alérgicas y regulación de la respuesta 
a patógenos123,124. Existen 2 clases importantes de Treg dentro de la subpoblación CD4+: 
CD25+Foxp3+ y Treg tipo I, las que difieren en características biológicas incluyendo el 
perfil de CQ, marcadores celulares y mecanismos de supresión inmune125. En la etapa 
aguda experimental de la ECh, los linfocitos Treg CD4+ CD25+Foxp3+ resultaron claves 
para controlar la inflamación cardiaca temprana, mejorando la sobrevida del hospedador, 
pero no así para reducir la parasitemia126. De la misma forma, recientemente se ha 
comprobado que, en la etapa crónica, la frecuencia de estas células se encuentra 
aumentada en pacientes en estadio indeterminado, en correlación con una mejor función 
cardiaca127. Se cree entonces que las células Treg tienen un importante papel en la 
regulación de la respuesta inmune exacerbada, modulando el ambiente de CQ 
potencialmente patogénicas generadas durante la infección con T. cruzi. 
 
 En la mayoría de los casos, la autorregulación fisiológica de la respuesta TH1 
llevaría al establecimiento de un equilibrio duradero entre el hospedador y el parásito. El 
éxito del desarrollo de una respuesta protectora podría en parte deberse a una 
combinación de factores: la producción temprana de IFN-, inducida por la presencia de 
IL-18 pero en ausencia de IL-13, favorecería la resistencia al parásito en infecciones 
experimentales101. Dicho control sería llevado a cabo principalmente por la disminución 
de la carga parasitaria y de los mediadores asociados a la respuesta TH1. Se ha 
documentado también la producción de CQ antiinflamatorias TH2, como la IL-4128, IL-
10129, IL-13130,131 y TGF-β82 en la etapa inicial de la infección, aunque en forma atenuada. 
Esta última respuesta se torna preponderante a medida que decae la etapa aguda, 
contrabalanceando la actividad TH1 y permitiendo la continuidad de la infección hacia 
una fase crónica. Otras CQ como el factor estimulador de colonias de granulocitos y 
macrófagos (GM-CSF) y el TNF132 pueden ser secretadas tanto por células TH1 como 
TH2. Es así, entonces, que el hospedador desarrolla una inmunidad “concomitante”, 
capaz de resistir la reinfección pero no de eliminar por completo al parásito.  
 
 Durante el estadio crónico, la mayoría de los pacientes evidencian una consistente 
respuesta inmune específica, tanto humoral como celular. Una vez superada la etapa 
aguda, y ante la virtual ausencia de parásitos en la sangre, la respuesta TH1 decrece, 
aunque algunas CQ proinflamatorias pueden permanecer en niveles circulantes elevados, 
inclusive durante décadas. Al respecto, algunos de estos mediadores se hallan 
incrementados en la etapa crónica de la enfermedad, con y sin sintomatología asociada. 
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presentaban una marcada miocardiopatía dilatada133. Este entorno de CQ está 
acompañado por la inmunidad celular, siendo la subpoblación de linfocitos T CD8+ la más 
representada en el infiltrado del miocardio; en el modelo murino de infección estas 
células perduran como poblaciones de memoria independientes del antígeno134, aunque 
en el ser humano todavía es controversial el mecanismo por el que estas células 
permanecerían activas aún en etapa crónica. Si bien se ha determinado la presencia de 
IL-4 en esta etapa de la enfermedad, se ha asociado la patología casi exclusivamente con 
la desregulación de la respuesta TH1 proinflamatoria82. En este sentido, en pacientes 
crónicos se ha identificado una subpoblación celular T CD8+ diferenciada, productora de 
IFN-γ, directamente vinculada con la progresión de la enfermedad135. 
 
 Desde hace unos pocos años, el paradigma de las dos únicas poblaciones 
linfocitarias inmunológicamente dicotómicas, TH1 y TH2, dejó de tener vigencia. Nuevas 
evidencias en modelos experimentales demostraron un nuevo linaje de linfocitos T 
cooperadores, denominado TH17. Esta población presenta rasgos distintivos respecto de 
las ya mencionadas, como el patrón de CQ que produce, confiriéndole un perfil funcional 
propio durante la respuesta inmune adaptativa. Las células dendríticas activadas por la 
vía de los TLR producen TGF-β, IL-6 e IL-23 induciendo la proliferación y activación de 
linfocitos CD4+ con características de TH17136. Estas células, a su vez, secretan IL-17A e 
IL-17F, promoviendo el reclutamiento de leucocitos polimorfonucleares en infecciones 
agudas. La IL-17 también induce la producción de IL-6 y TNF-α, que sustentan a los 
linfocitos TH17 que participan en las lesiones crónicas de patologías inflamatorias 
autoinmunes137 o infecciosas como la causada por Leishmania major138. Sin embargo, en 
la ECh los altos niveles de IL-17 controlan la miocarditis en la fase aguda83 y se asocian 
con una mejora de la función cardiaca en la etapa crónica139, probablemente 
contrabalanceando la respuesta inflamatoria. Otros autores también destacan el papel de 
la IL-17 en la resistencia a la infección por T. cruzi140. 
 
7. Papel dual de citoquinas en la respuesta inflamatoria generada por T. cruzi  
 
 Las CQ tienen vital importancia en el establecimiento de la respuesta inmune contra 
cualquier agente patógeno. Ellas determinan el inicio, la duración y los actores del 
sistema inmune que estarán involucrados en la defensa del hospedador. Como se ha 
mencionado, en algunos casos la liberación desregulada de estas CQ inflamatorias como 
parte de la respuesta frente al parásito podría generar serias consecuencias en la 
inducción y/o amplificación del daño tisular, contribuyendo a la patogénesis de la 
miocardiopatía chagásica. En el curso de la ECh, una doble funcionalidad 
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 El IFN- es la CQ que más se encuentra implicada tanto en la resistencia a la 
infección, donde representa un elemento decisivo durante la etapa temprana, como en la 
reacción inflamatoria concomitante. Durante la etapa aguda de la ECh humana se han 
encontrado niveles elevados de este mediador en pacientes tratados y curados, mientras 
que en la etapa crónica, en algunos estudios su incremento se asoció con la 
patología127,141. En pacientes con miocardiopatía chagásica crónica se ha detectado una 
mayor producción de IFN- por células mononucleares de sangre periférica141, inducción 
de genes regulados por IFN- en tejido cardíaco142, desbalance IFN-/IL-10 circulantes143 
y densidad de células productoras de esta CQ en ventrículo izquierdo82, en comparación 
con lo observado en la infección asintomática por T. cruzi. Se ha comprobado que 
deficiencias tanto en la producción endógena de IFN- como en la expresión del receptor 
para esta CQ no permiten la sobrevida del hospedador infectado con T. cruzi144,145. Por 
otra parte, una producción disminuida de IFN-, en mujeres embarazadas infectadas 
crónicamente con T. cruzi146, está asociada a un incremento en la carga parasitaria y 
una deficiente respuesta inmunológica periférica materna, con el consiguiente aumento 
de riesgo de transmisión transplacentaria de la infección147. Resulta claro, entonces, que 
el nivel de IFN- secretado y su cinética de liberación son decisivos para atribuirle un 
papel protector o patogénico en la enfermedad.  
 
 El TNF-α es otro claro ejemplo relacionado tanto con el daño tisular en el curso de 
la infección por T. cruzi como con la resistencia al parásito. Tal como ocurre con IFN-, 
todavía son controvertidos los resultados encontrados en pacientes con cardiopatía 
chagásica en cuanto a la expresión y funcionalidad de esta CQ. Algunos autores 
argumentan que un incremento en los niveles circulantes de TNF-α estarían relacionados 
con la severidad de la miocardiopatía133,148,149; asimismo, otros investigadores hallaron 
una correlación entre la existencia de disfunción ventricular y una mayor concentración 
plasmática de TNF-α en pacientes con cardiopatía chagásica crónica150. Estudios 
genéticos sobre pacientes con cardiopatía chagásica severa, asociaron un polimorfismo 
en el promotor del gen de TNF-α con mayor probabilidad de agravamiento y una 
reducida sobrevida, comparado con individuos sanos o con ECh asintomática151-153. Otras 
investigaciones no verificaron dicha vinculación154. De acuerdo con esto, la 
sobreexpresión local de TNF-α en estudios experimentales con ratones, comprobó su 
capacidad para acelerar la muerte de los animales infectados con T. cruzi, debido a la 
falla cardiaca congestiva155. Además, el bloqueo farmacológico in vivo de la actividad de 
esta CQ logró reducir la intensidad de la miocarditis chagásica experimental156. Sin 
embargo, por otro lado se ha informado que ratones genéticamente modificados que 
carecen del gen del receptor tipo I para TNF-α sobrevivieron por menos tiempo a la 
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parásito157. En este sentido, se ha observado que un aumento en la relación TNF-
α/receptor soluble circulante se asocia al incremento del grado de caquexia y 
probabilidad de mortalidad en los animales infectados158. 
 
8. Factor de inhibición de la migración de macrófagos 
 
 El factor de inhibición de la migración de macrófagos (MIF), fue considerado 
históricamente como un producto de los linfocitos T activados capaz de inhibir la 
migración al azar de los macrófagos in vitro159. Actualmente, se sabe además que se 
expresa constitutivamente en una gran variedad de tipos celulares (macrófagos, 
linfocitos T activados, eosinófilos, células granulosas del ovario, células de Leydig en 
testículo, endoteliales, epiteliales) y tejidos (glándulas pituitaria y adrenal, islotes 
pancreáticos, miocardio, sistema nervioso central)160. Ha sido descrito como un potente 
mediador proinflamatorio en la respuesta inmune innata y adaptativa, con capacidad de 
inducir y aumentar la expresión de CQ de la respuesta TH1161, y moléculas de adhesión 
intercelular -como la molécula de adhesión a la célula vascular I (VCAM-I) y la molécula 
de adhesión intercelular I (ICAM-I)162, además de poseer una actividad enzimática de 
isomerasa-tautomerasa163. También juega un papel clave en la interfase inmuno-
neuroendócrina, ya que las células de la glándula pituitaria anterior liberan MIF al ser 
estimuladas con lipopolisacárido bacteriano durante la infección experimental con 
Escherichia coli o por la inducción de un estado de estrés, cumpliendo un rol modulador 
en el proceso inflamatorio y contrarrestando los efectos antiinflamatorios de los 
glucocorticoides164. Cabe destacar que los niveles de MIF son regulados a su vez 
positivamente por bajos niveles de glucocorticoides165. MIF es capaz de unirse a un 
complejo receptor multicomponente, constituido por CD74, CD44 y los receptores de 
quimioquinas CXCR2 y CXCR4, desencadenando señales de activación166,167. Al 
producirse la unión entre el ligando y el complejo receptor, MIF ingresa a la célula 
activada mediante un proceso endocítico dependiente de clatrina y dinamina, lo cual 
lleva a estimular vías de señalización endosomal168. Se desconoce en detalle el 
mecanismo de acción de MIF, si bien se ha descripto una variedad de vías intracelulares, 
entre ellas las mediadas por Ca2+, AP-1, Akt y p53, activadas con destinos diversos169-
172.  
 
 Una función conocida de esta CQ es la de activar el receptor TLR de tipo 4 (TLR4), 
que lleva a su vez a la activación de las vías del factor nuclear κB (NF-κB) y de las 
quinasas de proteínas dependientes de mitógeno 8-10 (MAPK 8-10), induciendo así la 
expresión de iNOS y de CQ proinflamatorias como TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8 e IFN-γ173. 
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apoptosis, en el que se observan situaciones casi antagónicas. El efecto de MIF resulta 
ser fuertemente dependiente del tipo celular involucrado: la vía mitocondrial (intrínseca) 
está afectada tanto cuando desempeña un papel anti-174 como pro-apoptótico175. 
Llamativamente, en ambas situaciones también está involucrada la inhibición y 
activación de la caspasa 3 efectora, respectivamente. En el primer caso, MIF es capaz de 
inhibir la apoptosis en neutrófilos retrasando el clivaje de Bid y Bax, ambas proteínas 
pro-apoptóticas de la familia Bcl-2. En el segundo, MIF induce la muerte celular 
programada de cardiomiocitos de rata neonatales reduciendo la expresión del gen bcl-xl, 
de la familia de Bcl-2, con efecto anti-apoptótico. Si bien históricamente ha sido tema de 
largo debate, recientemente se ha descripto que tanto las formas intra como 
extracelulares de T. cruzi inducen la apoptosis de cardiomiocitos cuando éstos son 
infectados176. No se ha investigado aún si MIF podría tener algún efecto sobre la muerte 
celular programada de las células cardiacas infectadas. 
 
 Existe una clara diferencia entre MIF y el resto de las CQ pro-inflamatorias: MIF se 
encuentra pre-sintetizado tanto en las células de la glándula pituitaria como en los 
monocitos/macrófagos. En respuesta a una variedad de estímulos, MIF es liberado 
rápidamente desde los sitios de almacenamiento intracelular en donde se encuentra 
preformado, a través de una vía de exportación dependiente de un transportador ABC177. 
El resto de las CQ deben ser sintetizadas de novo; ésto sugeriría un importante papel de 
MIF en la respuesta inmediata a infecciones178. Una vez liberado, MIF actuaría activando 
o promoviendo la expresión de CQ proinflamatorias, como TNF-α e IFN-γ, entre otras179. 
Asimismo, MIF induce la generación de ROS y resulta esencial para un normal influjo 
leucocitario hacia los tejidos inflamados180-182.  
 
 Desde hace unos pocos años, MIF es considerado un mediador crítico de la 
respuesta inmune temprana a diferentes infecciones por protozoos parásitos183. 
Particularmente en la ECh, la inducción precoz de MIF en tejidos blanco del hospedador 
ha sido señalada como un evento crucial para la resistencia a la infección aguda por T. 
cruzi184,185, si bien no se describe con precisión su mecanismo efector. Como ya se ha 
apuntado para otras CQ que juegan un rol dual durante el curso de la infección186, MIF 
también está involucrado en la fisiopatología de enfermedades parasitarias, como 
malaria, toxoplasmosis y leishmaniasis visceral187-190. Por otro lado, se detectaron 
concentraciones séricas elevadas de MIF en muchas patologías infecciosas e 
inflamatorias, lo que avala la hipótesis de la participación de esta CQ en su 
patogénesis191-195. Además, MIF ha sido asociado a un empeoramiento de ciertas 
enfermedades y la neutralización de esta CQ mejora la evolución clínica del paciente196-
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existen datos en la literatura acerca del rol de MIF en el establecimiento de la 
miocardiopatía chagásica crónica. 
 
9. Quimioquinas y sus receptores en la enfermedad de Chagas. 
 
 El término "quimioquina", una abreviatura de “citoquina quimiotáctica”, fue creado 
para describir una familia de alrededor de 50 proteínas relacionadas, de bajo peso 
molecular (8-12 kDa), efectivas para inducir la quimiotaxis de leucocitos in vitro y su 
reclutamiento in vivo (Tabla I). Las QQ juegan un rol decisivo en el influjo celular al sitio 
de inflamación, y la consiguiente activación, de distintas subpoblaciones de leucocitos; 
modulan la proliferación de células T,  la diferenciación de la respuesta TH1/TH2 y la 
resistencia a infecciones200. Su extenso espectro de actividad incluye también la 
activación de integrinas durante las interacciones leucocito-endotelio, la estimulación de 
varias funciones leucocitarias (degranulación, liberación de mediadores lipídicos), 
angiogénesis y angiostasis201,202,203. Así, el sistema de QQ asegura un abanico de 
actividades relacionadas con el tráfico de las células, la adhesión de las mismas al 
endotelio del sitio de la reacción y la consecuente respuesta defensiva, de una manera 
apropiada, espacial y temporalmente.  
 
 A nivel estructural, las QQ usualmente contienen cuatro residuos de cisteína y 
están subdivididas en cuatro familias (CC, CXC, CX3C y C) en base a los arreglos de los 
dos residuos de cisteínas en el extremo amino terminal de la molécula. La mayoría de 
las QQ pertenecen a las dos primeras familias y han generado mucho interés a partir de 
los hallazgos en modelos experimentales de patologías inflamatorias204. Las QQ de la 
familia CC incluyen miembros como CCL2/MCP-1 (proteína quimiotáctica de monocitos 
1), CCL3/MIP-1α (proteína inflamatoria de macrófagos 1α), CCL4/MIP-1β (proteína 
inflamatoria de macrófagos 1 β) y CCL5/RANTES (proteína regulada por activación, 
secretada y expresada en células T normales). Las QQ de la familia CXC incluyen a 
CXCL8/IL-8, CXCL9/MIG (monoquina inducible por IFN-γ) y CXCL10/IP-10 (proteína 
inflamatoria 10). La actividad biológica de las QQ está mediada por su interacción con 
receptores presentes en la membrana celular, constituidos por siete α hélices 
transmembrana y asociados a proteína G202. Los mismos se encuentran anclados en la 
superficie de varios tipos celulares, incluyendo linfocitos, macrófagos, granulocitos y 
células no hematopoyéticas, observándose la mayor variedad de repertorio en las células 
T205. Los receptores para QQ (RQQ) reciben su nombre de acuerdo a los ligandos que 
unen: CCR para las QQ CC, CXCR para las QQ CXC, etc. A su vez, CCR2, CCR5, y CXCR3 
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CCR2, CCL3, CCL4, CCL5 para CCR5, y CXCL9, CXCL10 para CXCR3) son QQ inducidas 
preferentemente en la respuesta TH1. 
 
Tabla I: Familias CC y CXC de Quimioquinas y sus Receptores. 
 
Nombre sistemático Ligando Receptor 
Familia CC   
CCL1 I-309 CCR8 
CCL2 MCP-1 CCR2 
CCL3 MIP-1α CCR1, CCR5 
CCL4 MIP-1β CCR5 
CCL5 RANTES CCR1, CCR3, CCR5 
CCL6 Desconocido Desconocido 
CCL7 MCP-3 CCR1, CCR2, CCR3 
CCL8 MCP-2 CCR3 
CCL9/10 Desconocido Desconocido 
CCL11 Eotaxina CCR3 
CCL12 Desconocido CCR2 
CCL13 MCP-4 CCR2, CCR3 
CCL14 HCC-1 CCR1 
CCL15 HCC-2/Lkn-1/MIP-1  CCR1, CCR3 
CCL16 HCC-4/LEC  CCR1 
CCL17 TARC CCR4 
CCL18 DC-CK1/PARC 
 AMAC-1  
Desconocido 
CCL19 MIP-3/ ELC/ exodus-3  CCR7 
CCL20 MIP-3/ LARC/ exodus-1  CCR6 
CCL21 6Ckine/SLC/ exodus-2  CCR7 
CCL22 MDC/STCP-1  CCR4 
CCL23 MPIF-1  CCR1 
CCL24 MPIF-2/Eotaxina-2  CCR3 
CCL25 TECK  CCR9 
CCL26 Eotaxin-3  CCR3 
CCL27 CTACK/ILC  CCR10 
Familia CXC   
CXCR1 GRO/ MGSA-  CXCR2, CXCR1 
CXCR2 GRO/ MGSA  CXCR2 
CXCR3 GRO/ MGSA - CXCR2 
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CXCR5 ENA-78 CXCR2 
CXCR6 GCP - 2  CXCR1, CXCR2 
CXCR7 NAP - 2  CXCR2 
CXCL8 IL-8 CXCR1, CXCR2 
CXCL9 MIG CXCR3 
CXCL10 IP-10 CXCR3 
CXCL11 I-TAC CXCR3 
CXCR12 SDF -1/   CXCR4 
CXCR13 BLC/ BCA -1  CXCR5 
CXCR14 BRAK/ bolequina  Desconocido 
CXCR15 Desconocido Desconocido 
 
 Durante la fase aguda de la infección por T. cruzi, la síntesis de QQ en miocardio y 
células inmunes es inducida esencialmente por componentes del parásito presentes en el 
tejido infectado206, contribuyendo activamente a la respuesta defensiva del hospedador. 
La inducción y el mantenimiento sostenido de la expresión de estos mediadores y de sus 
receptores estarían relacionados con la patogénesis de la ECh207. Tanto el IFN-γ como el 
TNF-α secretados durante la primera etapa de la infección, pueden regular el nivel de 
expresión de QQ en leucocitos y células cardíacas infectadas157. Los miocardiocitos y los 
macrófagos en contacto con T. cruzi producen QQ como CCL3, CCL4, CCL5 y CXCL9; a 
través de estos mediadores, estas células podrían estimularse de una forma autócrina, 
liberando NO y destruyendo al patógeno208,209. Más aún, algunas moléculas derivadas del 
parásito, como mucinas ancladas a membrana de T. cruzi a través de 
glicosilfosfatidilinositol y ácidos nucleicos, también son capaces de inducir esta misma 
regulación positiva en células fagocíticas210,211. En trabajos previos, se ha comprobado 
que QQ tales como CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 y CXCL10, se hallan presentes en tejido 
cardíaco de ratones infectados por T. cruzi86, desde  la etapa aguda hasta entrada la 
etapa crónica. Más recientemente, se verificó que CCL2 contribuye al control de la carga 
parasitaria tisular mediante la regulación de la distribución, composición celular y estado 
de activación del infiltrado inflamatorio en miocardio durante la infección temprana212. En 
un modelo experimental de infección aguda por T. cruzi, nuestro grupo ha podido 
comprobar la contribución de CCL3 al proceso inflamatorio que acompaña la ECh, 
verificándose una reducción del daño tisular mediante el bloqueo in vivo de esta QQ con 
un anticuerpo específico213. Coincidentemente, Bilate y col.214 encontraron una expresión 
aumentada de ARN mensajero para CCL3 en ventrículo izquierdo en relación con la 
gravedad de la infección reciente. Tal como ocurre en diversos procesos inflamatorios215, 
la expresión de los RQQ también se encuentra aumentada durante la primoinfección, 
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determinante a la hora de controlar la infección, particularmente a nivel de mucosas216, 
pero no en el mantenimiento de la miocarditis a largo plazo217. Este receptor sería uno de 
los principales responsables de la migración selectiva de células T CD8+ hacia el tejido 
cardíaco afectado, ya que estas células expresan CCR5 en su superficie muy 
tempranamente en el curso de la infección con T. cruzi206,218. Otro receptor cuyo nivel de 
expresión celular se eleva en respuesta a la infección chagásica es CXCR3219. Es 
interesante destacar que el parásito a través de la actividad de sus cisteín proteasas, 
como la cruzipaína, posee la capacidad de clivar QQ dando como producto antagonistas 
de las mismas e inhibiendo así la respuesta inmune inflamatoria del hospedador220.   
 
 Durante la etapa crónica los mecanismos inmunopatogénicos también contribuirían 
con el estímulo antigénico para sostener y modular la inducción de QQ gatillada por T. 
cruzi206. Se detectó un alto nivel de expresión génica de QQ ligadas a respuesta TH1 
asociado con miocarditis y fibrosis en corazón de animales con ECh crónica 
experimental221,222. Así mismo, estudios poblacionales realizados en pacientes de Brasil y 
Colombia con miocardiopatía chagásica crónica han evidenciado que genotipos ligados a 
bajo riesgo en los genes de CXCL9 y CXCL10 modulan la expresión de QQ y el grado de 
inflamación en miocardio, mientras que la ocurrencia de polimorfismo en el gen de CCR5 
se asocia con el desarrollo de formas severas de cardiopatía207,223. Si bien se ha descrito 
una marcada expresión de QQ inducibles por IFN-γ en los sitios de inflamación cardíaca 
poblados por células T CD4+ y CD8+, no se ha completado aún la identificación de las 
subpoblaciones leucocitarias implicadas en la producción local de cada uno de los 
distintos mediadores. En relación con esto, Gomes y col.219, asociaron la presencia de 
RQQ de respuesta TH1, como CCR5 y CXCR3, con células productoras de IFN-γ, 
pertenecientes a la subpoblación CD8+. El receptor CXCR3, asociado con CCR5 y células 
productoras de IFN-γ ó TNF-α, presentó niveles incrementados de expresión en 
leucocitos circulantes de pacientes con ECh con cardiopatía dilatada, comparado con 
aquéllos que cursaban una patología moderada219. En coincidencia con este trabajo, 
Talvani y col. hallaron una correlación entre la expresión de CCR5 en células T de sangre 
periférica y la severidad de la miocardiopatía en pacientes con ECh crónica219,224. Estudios 
realizados en pacientes con infección asintomática mostraron frecuencias elevadas de 
mutaciones puntuales en el promotor del gen de CCR5, asociadas con una baja expresión 
del mismo en células T CD8+, en comparación con lo observado en pacientes con 
cardiopatía225,226. Este RQQ fue hallado en la población linfocitaria CD8+ predominante en 
el infiltrado de miocardio, tanto de pacientes227 como de ratones crónicamente 
infectados228. Estudios experimentales sobre cepas de ratones salvajes y deficientes para 
este receptor (CCR5 -/-) han intentado  esclarecer  la función de CCR5, tanto en el 
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Ratones CCR5 -/- no sólo mostraron parasitemias y parasitismos cardíacos más elevados, 
comparados con los salvajes, sino también reducidos infiltrados inflamatorios, lo que 
sugeriría que CCR5 juega un rol regulatorio en este proceso. Es interesante destacar que, 
si bien CCR5 ha probado contribuir al control de la replicación del parásito, al desarrollo 
de la respuesta inmune protectora y al establecimiento inicial de la miocarditis, no estaría 
involucrado en el mantenimiento de la inflamación en el miocardio, debido a que, a pesar 
de la elevada expresión del RQQ durante la fase crónica, el nivel de inflamación de los 
ratones CCR5 -/- fue equivalente al de los salvajes217. Estos autores han demostrado 
efectos similares a los descriptos para CCR5, con el receptor CCR2229. Por otro lado, el 
bloqueo temprano de la actividad de los RQQ como CCR5, utilizando antagonistas 
específicos, puede ser de interés terapéutico para el tratamiento de la inflamación 
asociada a la patogénesis de la enfermedad de Chagas, sin afectar los mecanismos 
inmunes de control sobre el parásito230. Sin embargo, hasta el presente su aplicación 













 Examinar la contribución de distintos mediadores inflamatorios (citoquinas,  
quimioquinas y sus receptores específicos) a la inmunopatogénesis de la miocardiopatía 
chagásica y evaluar el efecto modulador que el tratamiento etiológico con benznidazol 




 Determinar el papel de la citoquina proinflamatoria MIF y sus mecanismos de acción 
durante la fase temprana de la infección con T. cruzi. 
 Investigar su eventual rol en los mecanismos de respuesta inflamatoria generados 
a lo largo del estadio crónico de la infección parasitaria, tratando de determinar la  
implicancia de MIF en el desarrollo de la patología cardíaca. 
 Explorar el entorno inflamatorio que acompaña a MIF en ambas etapas, haciendo 
foco en la caracterización de los leucocitos que infiltran el miocardio de los ratones 
crónicamente infectados. 
 Durante esta fase, estudiar la potencial función regulatoria que pudiera ejercer MIF 
sobre la apoptosis de cardiomiocitos infectados, proceso asociado al establecimiento y la 
progresión de la miocardiopatía chagásica. 
 Conociendo la controversia que genera el tratamiento etiológico durante el período 
crónico, y asumiendo un posible efecto inmunomodulador como consecuencia del mismo, 
verificar si la administración de benznidazol provoca algún impacto sobre la inducción de 
MIF y la patología inflamatoria en el hospedador con infección prolongada. 
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MATERIALES Y METODOS 
 
1. Ensayos in vitro 
 
1.1. Cultivo de la línea celular HL-1 de cardiomiocitos murinos  
 
 La línea celular HL-1 de cardiomiocitos murinos233 fue cedida gentilmente en el 
pasaje 37 por el Dr. Mariano Levin, del Instituto de Investigaciones en Ingeniería 
Genética y Biología Molecular (INGEBI-CONICET). Previo a la siembra de las células, se 
prepararon frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie cubiertos con gelatina al 0,02% y 
fibronectina al 0,5% por 24 hs. Las células HL-1 se sembraron en 4 ml de medio 
Claycomb (Sigma-Aldrich, EEUU) suplementado con 10% de suero fetal bovino inactivado 
por calentamiento a 56ºC durante 30 minutos (SFB), 200 UI/ml de penicilina, 200 μg/ml 
de estreptomicina y L-glutamina 2 mM, y se mantuvieron en una atmósfera húmeda a 
37°C y 5% de CO2. Para su conservación a largo plazo, las células fueron resuspendidas 
en 95% SFB con 5% dimetilsulfóxido (DMSO) y almacenadas en N2 líquido. 
 
1.2. Cultivo de la línea celular Vero de fibroblastos de mono  
 
 La línea celular Vero de fibroblastos de riñón de mono verde africano234 fue 
sembrada en frascos de cultivo de 25 cm2 de superficie que contenían 4 ml de medio 
RPMI-1640 (Invitrogen, Life Technologies, EEUU) suplementado con 10% de SFB, 200 
UI/ml de penicilina, 200 μg/ml de estreptomicina y L-glutamina 2 mM (RPMI completo). 
Se mantuvieron en una atmósfera húmeda a 37°C y 5% de CO2. Para su conservación a 
largo plazo, las células fueron resuspendidas en 90% SFB con 10% DMSO y almacenadas 
en N2 líquido. 
 
1.3. Cultivo de la línea celular de macrófagos murinos J774 
 
 La línea celular J774 de macrófagos murinos235 fue cultivada en idénticas 
condiciones a las descriptas en el ítem 1.2. 
 
1.4. Cultivo de tripomastigotes de T. cruzi 
 
 Para el cultivo de los parásitos, se requirieron fibroblastos de la línea celular Vero 
crecidos en un 75% de confluencia de modo de evitar el desprendimiento de los mismos 
una vez infectados con los tripomastigotes. Las células Vero fueron infectadas (10 
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parásitos/célula) con formas tripomastigote de la cepa Tulahuén236 obtenidas de sangre 
de ratón con parasitemia elevada, y mantenidas en cultivo por 24 hs a 37°C y 5% de CO2 
para posibilitar la internalización del T. cruzi. Luego, se retiró el sobrenadante que 
contenía los parásitos libres y se lavaron las células con medio RPMI. Un control diario 
bajo el microscopio permitió observar la evolución de las células infectadas. Al cabo de 5 
días, los tripomastigotes liberados al medio fueron cosechados y utilizados para infectar 
nuevos cultivos celulares. Para la conservación a largo plazo, los parásitos fueron 
recogidos del sobrenadante, centrifugados a 3.200 rpm y resuspendidos en 70% de 
medio RPMI, 20% de SFB y 10% de DMSO, para su posterior almacenamiento en N2 
líquido. 
 
1.5. Ensayos de actividad de MIF sobre macrófagos  
 
 Macrófagos J774 fueron sembrados en placas de cultivo Lab-tek® (Nunc, EEUU) de 
8 pocillos a razón de 1x105 células/pocillo.  
 
 Para estudiar el efecto de MIF a corto plazo, las células fueron incubadas por 2 hs 
en presencia de concentraciones crecientes de MIF recombinante (MIFr; 100, 500 y 
1.000 ng/ml). Se utilizó MIFr humano (R&D Systems, EEUU) ya que presenta un 90% de 
homología con la proteína murina y es activo sobre células de ratón237,238. Luego del 
tratamiento, los macrófagos fueron lavados e infectados por 2 hs con tripomastigotes de 
cultivo en una relación parásito/célula de 10:1.  
 
 Para analizar el efecto de MIF a largo plazo (por sí solo y en cooperación con IFN-
γ), los macrófagos fueron pre-incubados en ausencia o presencia de IFN-γ murino 
recombinante (1 µg/106 células, Pierce, Thermo Scientific, EEUU) por 1 h y luego 
tratados durante 72 hs con MIFr en las mismas concentraciones descritas en el párrafo 
anterior. Cumplido ese tiempo, las células fueron infectadas por 2 hs con T. cruzi, en la 
proporción parásito/célula indicada. Finalmente, se retiró el sobrenadante con los 
tripomastigotes no internalizados y se mantuvieron las células en cultivo por 48 hs 
adicionales.  
 
 En ambos ensayos, como control sin estímulo se utilizaron células infectadas que no 
recibieron tratamiento con MIFr. Al finalizar cada uno de los esquemas de tratamiento, 
los macrófagos fueron fijados por 30 min con formaldehído al 4% en buffer salino PBS, 
pH 7,2, y luego teñidos con Giemsa (dilución [dil] 1/5 en agua) por 30 min. Mediante 
observación microscópica se determinó el % de células infectadas y el N° 
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amastigotes/100 células. Se calculó: a) el índice de reducción del N° de macrófagos 
infectados, y b) el índice de reducción de la carga parasitaria intracelular, empleando las 
siguientes fórmulas: 
a) índice de reducción del número de macrófagos infectados: 
 
                      % macrófagos  infectados en presencia de MIF  
100 -        __________________________________________  x 100                    
                    % macrófagos  infectados en ausencia de MIF  
     
 
b) índice de reducción de la carga parasitaria intracelular 
 
                      N° amastigotes/100 céls en presencia de MIF  
100 -        __________________________________________  x 100                    




1.6. Estudio de mecanismos parasiticidas inducidos por MIF 
 
 Se evaluó la capacidad de MIF para inducir la producción de distintos agentes 
parasiticidas (NO, ERO y TNF-α) por los macrófagos. En primer lugar, se realizó un 
ensayo in vitro para confirmar que MIF era capaz de activar dichos mecanismos en 
macrófagos libres de infección. Para ello, las células fueron sembradas en placas de 12 
pocillos a razón de 5x105 células/pocillo y cultivadas en medio RPMI completo, en 
presencia o ausencia de 1.000 ng/ml de MIFr, durante 6 ó 24 hs. Como control positivo 
se utilizaron cultivos estimulados con 1 µg IFN-γ /106 células.  
 
 Para determinar qué mecanismo/s parasiticida/s estaría/n involucrado/s en la 
eliminación del T. cruzi, se sembraron las células tal como se detalló en el párrafo 
anterior, se las infectó en una proporción 10 parásitos/célula y se las estimuló o no con 
1.000 ng/ml de MIFr, durante 2 ó 72 hs. Para confirmar la especificidad del efecto de 
MIF, se realizó un control en el que los macrófagos infectados fueron tratados con MIF en 
presencia de un anticuerpo policlonal específico para esta CQ (concentración 
neutralizante 1.000 ng/ml239), cedido gentilmente por el Dr. R. Bucala (Universidad de 
Yale, New Haven, CT, EEUU).  
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 Al cabo de los períodos indicados para ambos ensayos, se cosecharon los 
sobrenadantes (medios condicionados) y las células para la posterior medición por 
triplicado de los distintos mediadores con efecto parasiticida, como se detalla a 
continuación: 
 
1.6.1. Cuantificación de NO 
 
 La producción de NO fue cuantificada indirectamente por acumulación de uno de 
sus productos de oxidación, el NO2
-, mediante la reacción colorimétrica de Griess 240. Se 
empleó medio RPMI sin rojo fenol ya que este indicador interfiere con dicha reacción. 
Brevemente, alícuotas de 50 µl de los medios condicionados fueron incubadas por 
triplicado con 100 µl de sulfanilamida al 1% (Sigma-Aldrich) y 100 µl de diclorhidrato de 
N-(1-naftil)-etilendiamina al 0,1% (Sigma-Aldrich) en 2,5% de H3PO4. La reacción se 
desarrolló por 20 min a temperatura ambiente (T° amb) y se midió la absorbancia a 540 
nm con un lector de placas (Multiskan, Thermo Labsystems, EEUU). La curva estándar se 
realizó con una solución de NaNO2, y comprendió 7 concentraciones, desde 60 hasta 0,8 
µM.   
 
1.6.2. Cuantificación de ERO 
 
 Los niveles intracelulares de ERO fueron cuantificados por el método del 2’,7’ 
diacetato de diclorofluoresceína (DCFH; Sigma-Aldrich). La célula es permeable a este 
compuesto, que por la acción de los agentes oxidantes intracelulares se oxida a 2’,7’ 
diclorofluoresceína y emite fluorescencia. Las células J774 fueron pre-incubadas con 
DCFH a una concentración final de 5 nmoles/ml por 30 min, para permitir la 
internalización del fluoróforo. Finalizados los tratamientos correspondientes a cada 
experimento, las células fueron despegadas con tripsina (Gibco, Life Technologies, 
EEUU), centrifugadas por 5 min a 1.600 rpm y resuspendidas en paraformaldehído al 4% 
y sacarosa al 12% durante 15 min. Luego de lavar con PBS, la fluorescencia emitida por 
los macrófagos activados fue detectada con un citómetro de flujo Partec Past III 
(Alemania) a una longitud de onda de 488 nm. Los datos obtenidos se expresaron como 
% de células positivas para el marcador. 
 
1.6.3. Cuantificación de TNF-α 
 
 El TNF-α presente en el sobrenadante de las células fue cuantificado por la técnica 
de ELISA (BD Pharmingen, EEUU) de acuerdo a las instrucciones especificadas en el 
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inserto. La proteína recombinante fue utilizada para generar la curva estándar. La 
sensibilidad del ensayo es de 15 pg/ml. 
 
1.7. Producción de MIF por macrófagos infectados con T. cruzi 
 
 En ratones adultos de la cepa BALB/c, se indujo la exudación de células 
peritoneales mediante la inyección intraperitoneal de solución de tioglicolato al 3%. Al 
cabo de 72 hs se extrajeron las células dispersas en el fluido peritoneal, las cuales fueron 
sembradas en placas de 24 pocillos a razón de 2x106 células/ml de medio RPMI 
completo. Los macrófagos fueron seleccionados por adherencia a la placa durante 4 hs a 
37°C, lavados con solución salina balanceada de Hanks (Invitrogen) e infectados por 48 
hs con la cepa RA de T. cruzi241 (gentilmente provista por el Departamento de 
Microbiología, Parasitología e Inmunología de la Facultad de Medicina de la Universidad 
de Buenos Aires) a distintas proporciones parásito/célula: 0:1, 1:1, 5:1 y 10:1. Luego de 
dicho período de infección, en los sobrenadantes celulares se cuantificaron los niveles de 
MIF por la prueba de ELISA (Kamiya Biomedical, EEUU), de acuerdo con las instrucciones 
del equipo. La proteína recombinante fue utilizada para generar la curva estándar. La 
sensibilidad del ensayo es de 0,16 ng/ml.  
 
1.8. Estimulación de cardiomiocitos con MIF e infección con T. cruzi 
 
 Cardiomiocitos de la línea celular HL-1 fueron sembrados en placas de 6 pocillos a 
razón de 106 células/pocillo, infectados con tripomastigotes de T. cruzi en una relación 
parásito/célula de 5:1 y estimulados por 72 hs previamente a la infección con MIFr. Por 
un lado se evaluó la actividad parasiticida de MIFr a distintas dosis, tal como se verificó 
en macrófagos. Por otra parte, se investigó el rol de la CQ (30 ng/ml) en la regulación de 
apoptosis en cardiomiocitos infectados. Las células adherentes que sufren apoptosis 
pierden su capacidad de adherirse a la placa y, en consecuencia, quedan en el 
sobrenadante. Por lo tanto, pasadas 24 hs de infección, se tripsinizaron las células que 
permanecían adheridas a la placa, a las que se sumaron las obtenidas por centrifugación 
del sobrenadante. En dicha población total de cardiomiocitos HL-1 se determinó la 
ocurrencia de apoptosis. 
 
1.9.   Detección de apoptosis celular en cardiomiocitos estimulados/infectados 
 
 Para la detección de células apoptóticas, se empleó la técnica de marcación con 
deoxinucleotidiltransferasa terminal (TUNEL) utilizando el equipo comercial ApopTag® 
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Plus Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit (Chemicon Int., EEUU) según 
instrucciones del fabricante. Esta técnica se basa en la asociación de los deoxinucleótidos 
(dNTPs) con los 3’OH terminales libres de los fragmentos de ADN originados durante el 
proceso de apoptosis242. Estos dNTPs están conjugados a digoxigenina, asociada a su vez 
con un anticuerpo anti-digoxigenina marcado con isotiocianato de fluoresceína (FITC), 
que es detectable mediante citometría de flujo. 
 
 Brevemente, las células fueron centrifugadas a 1.600 rpm por 5 min y 
resuspendidas en 0,5 ml de PBS. A continuación fueron fijadas con 1,5 ml de 
paraformaldehído al 1% en PBS frío durante 15 min en hielo, lavadas nuevamente en 
PBS frío, centrifugadas y resuspendidas en etanol frío al 70% por 2 hs a -20°C. Luego de 
equilibrar las muestras con el buffer correspondiente, se incubaron las células 30 min a 
37°C en cámara húmeda con la solución deoxinucleotidiltransferasa terminal (TdT) en 
buffer de reacción, provista en el equipo. La enzima TdT cataliza la unión de los 
nucleótidos marcados disueltos en el buffer de reacción a los 3’OH terminales del ADN. 
Luego de lavar y centrifugar 2 veces con solución para frenar la reacción enzimática, se 
incubó cada muestra por 30 min a T° amb en oscuridad con el anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a FITC. Finalmente, se permeabilizaron las células con Tritón X-
100 al 0,1% en PBS para permitir la incorporación de 0,5 µl de colorante vital ioduro de 
propidio 250X (Invitrogen), para contracolorear los núcleos celulares. Las muestras 
fueron adquiridas inmediatamente en un citómetro y se calculó el % de células 
apoptóticas (TUNEL +). 
 
 Todas las soluciones fueron preparadas con agua destilada y libre de 
desoxirribonucleasa (ADNasa), utilizando reactivos de grado biología molecular, para 
evitar resultados falsos positivos debido a una eventual contaminación con esta enzima. 
 
 Como control positivo de apoptosis se trataron cardiomiocitos con H2O2 al 15% 
durante 15 min. Luego de los lavados correspondientes, se procedió con el control como 
con el resto de las muestras. En el control negativo de la técnica se omitió el agregado 
de la enzima TdT. 
 
2. Ensayos in vivo en el modelo murino de infección por T. cruzi 
 
 Todos los ratones utilizados en este trabajo fueron adquiridos en el bioterio central 
de la Comisión Nacional de Energía Atómica y mantenidos en el bioterio del Hospital de 
Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez” bajo cuidadas condiciones de higiene y de acuerdo con el 
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Marco Ético de Referencia para las Investigaciones Biomédicas en Animales de 
Laboratorio, CONICET. Los animales fueron agrupados y alojados en jaulas, en un 
número ≤5 ratones por cada grupo/jaula, provistos de comida y agua ad libitum y 
mantenidos en una atmósfera con 40-60% de humedad relativa y 21°C de Tº amb. 
 
2.1.  Modelo animal de etapa aguda 
 
2.1.1. Infección experimental con T. cruzi 
 
 Se utilizaron ratones BALB/c hembras de 6-8 semanas de edad. Los animales 
fueron infectados intraperitonealmente con una dosis individual de 50 tripomastigotes 
sanguíneos (volumen del inóculo: 500 µl) de la cepa RA de T. cruzi. Para la realización de 
la curva de parasitemia se determinó el número de parásitos circulantes en cada ratón 
empleando 5 µl de sangre obtenida de la vena caudal que se colocó entre portaobjeto y 
cubreobjeto (22 x 22 mm). El número de parásitos/ml se determinó por microscopía 
observando 50 campos a 400 X de aumento y multiplicando el número de parásitos 
contados por un factor de conversión que tiene en cuenta el número de campos 
microscópicos y el área. Se inició el monitoreo de la parasitemia al día 7 post-infección 
(dpi), continuando hasta su negativización, y se registró diariamente la mortalidad 
durante todo el período experimental. 
 
2.1.2. Estudios histopatológicos de corazón y músculo esquelético 
 
 Los animales infectados y sus controles sin infectar (5/grupo correspondiente a un 
determinado dpi), fueron anestesiados con tiopental sódico (75 mg/kg) y sacrificados por 
dislocación cervical a los 7, 14, 21 y 28 dpi. De cada ratón se extrajo el corazón y una 
pieza de músculo esquelético, los cuales fueron fijados en formaldehído, embebidos en 
parafina, seccionados y teñidos con hematoxilina y eosina. El examen histopatológico fue 
llevado a cabo a través de un estudio a doble ciego, en el cual los cortes fueron 
codificados y evaluados al microscopio óptico en forma sistematizada, analizando en el 
tejido cardiaco las paredes auriculares y ventriculares separadamente. Se determinó la 
extensión y densidad de los infiltrados inflamatorios, su composición celular y la 
presencia de nidos parasitarios. Para la determinación de los focos inflamatorios, se 
adoptó el consenso de la Federación Cardiológica Mundial (Conferencia de Clasificación y 
Consenso de la F.C.M sobre la Histopatología e Inmunohistopatología de la Miocarditis, 
Marburg, Alemania; Abril 1997), la que considera un foco inflamatorio cuando existen 
≥14 leucocitos/mm2. El grado de inflamación en el tejido, se determinó como fue descrito 
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anteriormente243 en función de la siguiente escala numérica: 0, sin cambios 
significativos; 1, infiltrados inflamatorios focales; 2, infiltrados inflamatorios multifocales; 
3, infiltrados inflamatorios confluentes que comprometen parcialmente la pared cardíaca; 
4, infiltrados inflamatorios que comprometen la totalidad del espesor de la pared. La 
inflamación en el músculo esquelético fue graduada como 0, ausente; 1, focal; 2, 
multifocal; 3, multifocal confluente ó 4, difusa, en 10 campos elegidos al azar a un 
aumento de 200x. La evaluación histopatológica fue llevada a cabo con la colaboración de 
la Dra. M. Postan (Instituto Nacional de Parasitología “Dr. Mario Fatala Chaben”, Buenos 
Aires). Una fracción del tejido cardíaco y una pieza de músculo esquelético (cuadríceps) 
se conservaron a –70ºC para su posterior análisis por la técnica de reacción en cadena de 
la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR; ver ítem 2.1.3.1.). 
 
2.1.3. Estudio de la expresión tisular de mediadores inflamatorios  
 
2.1.3.1. A nivel del ARN mensajero 
 
 Mediante análisis por RT-PCR se determinó en cada uno de los órganos (corazón y 
músculo esquelético) extraídos de ratones infectados y controles no infectados, la 
expresión de ARN mensajero (ARNm) para CQ inflamatorias: IFN-γ, TNF-α y MIF; QQ 
inducibles por IFN-γ: CXCL9 y CCL5 y sus receptores específicos: CXCR3 y CCR5, 
respectivamente. 
 
 Luego de la disgregación del tejido mediante un homogeneizador, se extrajo el ARN 
total usando el reactivo TRIzol (Invitrogen) según indicaciones del fabricante. Para ello, 
100 mg de tejido fueron incubados con 1 ml del reactivo por 5 min a T° amb. 
Posteriormente, se adicionaron 200 µl de cloroformo, se agitó en vortex durante 30 seg y 
se centrifugaron las muestras a 12.000 rpm por 20 min a 4°C. La fase acuosa resultante 
que contenía al ARN se precipitó con isopropanol frío durante un mínimo de 2 hs a -20°C, 
para luego ser centrifugada nuevamente durante 30 min en las mismas condiciones 
descritas. El precipitado (pellet) se lavó con 1 ml de etanol al 75%, se secó en estufa a 
37°C y se resuspendió en 20 µl de agua libre de ribonucleasas. Una vez cuantificadas las 
muestras por espectrofotometría UV, se utilizaron 5 μg de ARN para la transcripción 
reversa en un medio que incluía 3,2 μl de una solución 2,5 mM de dNTPs (Invitrogen), 
0,8 μl de una solución 100 mM de ditiotreitol (DTT), 1 U de transcriptasa reversa del 
virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV, Promega, EEUU), 8 μl de buffer MMLV, 
1,6 μl de una solución 0,3 μM de hexámeros de secuencia aleatoria (random hexamers, 
BioRad, EEUU) en un volumen final de 20 μl. Iguales volúmenes de ADN complementario 
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(ADNc, 5 μl) fueron utilizados para la amplificación de los ARNm de los distintos 
mediadores y los controles internos, en un volumen final de reacción de 50 μl que 
contenía 4 μl de una solución 200 μM de dNTPs (BioRad), 0,5 μl de una solución 50 μM 
de cebadores (primers) específicos, 1,5 μl de una solución 25 mM de MgCl2, 5 μl de buffer 
Taq [10x ] y 0,25 μl de una solución 5 U/μl de Taq ADN polimerasa (Invitrogen). Para las 
QQ CXCL9 y CCL5 se procedió de la misma forma que lo detallado, con excepción de la 
concentración de primers específicos, que en este caso fue de 55 μM (1 μl). Como control 
interno, se amplificaron dos genes constitutivos: β-actina y gliceraldehído-3-fosfato-
deshidrogenasa (GAPDH). La reacción de PCR para las correspondientes QQ, RQQ, CQ y 
controles internos fue idéntica para ambos tejidos.  
 
 En la Tabla II se detallan las secuencias nucleotídicas y las condiciones de ciclado 
utilizadas para cada par de primers empleados en la amplificación de los transcriptos. 
 
 El producto final de la reacción de PCR fue analizado mediante corrida 
electroforética en un gel de agarosa al 2%, teñido con bromuro de etidio y visualizado a 
la luz UV. Se realizó el análisis densitométrico de los productos amplificados utilizando el 
programa ScionImage (NIH, EEUU), lo cual permitió una semicuantificación de las bandas 
electroforéticas. El resultado se expresa como la relación entre la señal obtenida para 
cada transcripto analizado (corregido según el valor correspondiente a -actina de la 
misma muestra) y la señal corregida obtenida para dicho transcripto en los animales 
control, en el caso de que presente expresión constitutiva detectable. 
 






Sentido: 5´CGG AAC CGC TCA TTG CC 3´ 
Antisentido: 5´ ACC CAC ACT GTG CCC ATC TA 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 5 min 
 
25 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 52ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
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GAPDH 
Sentido: 5´GAG GGG CCA TCC ACA GTC TTC 3´ 
Antisentido: 5´ CAT CAC CAT CTT CCA GGA GCG 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 5 min 
 
28 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 30 seg 
Hibridación 55ºC, 30 seg 
Extensión  72ºC, 45 seg 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
 
IFN-γ 
Sentido: 5´ AGC GGC TGA CTG AAC TCA GAT TGT AG 3´ 
Antisentido: 5´ GTC ACA GTT TTC AGC TGT ATA GGG 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 5 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 55ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
 
TNF-α 
Sentido: 5´ ATG AGC ACT GAA AGC ATG ATC 3´ 
Antisentido: 5´ TCA CAG GGC AAT GAT CCC AAA GTA GAC CTG C 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 5 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 60ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
 
MIF 
Sentido: 5´ CCA TGC CTA TGT TCA TCG TG 3´ 
Antisentido: 5´ GAA CAG CGG TGC AGG TAA GTG 3´ 
Desnaturalización Inicial 95ºC, 5 min 
 
30 ciclos 
Desnaturalización 95ºC, 1 min 
Hibridación 55ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
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CCL5 
Sentido: 5´ CGC GGA TCC CCA CGT CAA GGA GTA TTT CTA CAC C 3´ 
Antisentido: 5´ CGC GGA TCC CTG GTT TCT TGG GTT TGC TGT G 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 2 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 15 seg 
Hibridación 60ºC, 30 seg 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 7 min 
 
CXCL9 
Sentido: 5´ GAT CAA ACC TGC CTA GAT CC 3´ 
Antisentido: 5´ GGC TGT GTA GAA CAC AGA GT 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 2 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 54ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 2 min 
Extensión Final 72ºC, 7 min 
 
CCR5 
Sentido: 5´ CAA GAC AAT CCT GAT CGT GCA A 3´ 
Antisentido: 5´ TCC TAC TCC CAA GCT GCA TAG AA 3´ 
Desnaturalización Inicial 95ºC, 15 min 
 
45 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 15 seg 
Hibridación 56ºC, 20 seg 
Extensión  72ºC, 15 seg 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
 
CXCR3 
Sentido: 5´ GCC TTT CTT CTG GAA AAC AGC 3´ 
                           Antisentido: 5’ TGC TGC TCA GGG CAG TGC GC 3’ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 2 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 30 seg 
Hibridación 48ºC, 30 seg 
Extensión  72ºC, 1.5 min 
Extensión Final 72ºC, 4 min 
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
 
 





Sentido: 5´CGG AAC CGC TCA TTG CC 3´ 
Antisentido: 5´ ACC CAC ACT GTG CCC ATC TA 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 5 min 
 
25 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 52ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
 
GAPDH 
Sentido: 5´ACC ACC ATG GAG AAG GCT GG 3´ 
Antisentido: 5´ CTC AGT GTA GCC CAG GAT GC 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 1 min 
 
25 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min  
Hibridación 60ºC, 2 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 4 min 
 
IFN-γ 
Sentido: 5´ ATG AAA TAT ACA AGT TAT ATC TTG GCT 3´ 
Antisentido: 5´ GGA ATT CAC TGG GAT GCT CTT CGA CCT CGA 3´ 
Desnaturalización Inicial 94ºC, 1 min 
 
35 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 60ºC, 2 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 4 min 
 
MIF 
Sentido: 5´ CTC TCC GAG CTC ACC CAG CAG 3´ 
Antisentido: 5´ CGC GTT CAT GTC GTA ATA GTT 3´ 
Desnaturalización Inicial 95ºC, 5 min 
 
30 ciclos 
Desnaturalización 94ºC, 1 min 
Hibridación 60ºC, 1 min 
Extensión  72ºC, 1 min 
Extensión Final 72ºC, 10 min 
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2.1.3.2. A nivel de proteína 
 
 En las muestras de corazón y músculo esquelético fijadas en formol e incluidas en 
parafina, se procedió a la detección de MIF, CCL5 y su receptor, CCR5, por 
inmunohistoquímica (IHQ). Brevemente, las muestras fueron desparafinadas con xilol y 
luego se hidrataron por pasajes sucesivos en etanol 100° y 90°, para concluir con agua 
destilada y PBS. Se realizó el desenmascaramiento antigénico incubando durante 10 min 
los preparados con solución de recuperación antigénica 1X (Dako, Dinamarca) en 
microondas (800 W) y repitiendo este procedimiento una vez más. Luego del 
enfriamiento, se lavó con agua destilada. La detección de MIF no requirió de este 
proceso. A continuación se bloquearon la peroxidasa endógena con H2O2 al 3% por 5 min 
y los sitios inespecíficos con una solución de bloqueo proteica libre de suero (Dako) por 
10 min. Para anular la posible presencia de biotina endógena, se utilizó biotin blocking 
system (Dako) durante 20 min. A continuación, se utilizaron en cada caso los siguientes 
anticuerpos primarios: anticuerpo policlonal anti-MIF de ratón, hecho en conejo (dil. 
1/1.000; Zymed, Life Technologies, EEUU), anticuerpo monoclonal anti-CCL5 de ratón, 
hecho en rata, conjugado con biotina (dil. 1/10; R&D Systems) y anticuerpo policlonal 
anti-CCR5 de ratón, hecho en conejo (dil. 1/100; Abcam, Reino Unido). Todas las 
inmunoglobulinas fueron diluidas en una solución comercial para reducción de fondo 
inespecífico (Dako) e incubadas por 1 h a T° amb. Como anticuerpo secundario para la 
detección de MIF y CCR5 se empleó una inmunoglobulina monoclonal anti-Ig de conejo 
hecha en cabra, marcada con biotina (Vector, EEUU), en una dil. 1/50 en seroalbúmina 
bovina (BSA) al 2% en PBS por 1 h a T° amb. Finalmente, las muestras fueron incubadas 
con el complejo estreptavidina-peroxidasa (Dako) durante 30 min y reveladas con 
diaminobencidina (DAB, Dako). El punto final de la reacción se determinó por 
observación al microscopio óptico en campo de 40 X hasta detenerla con agua destilada. 
Se realizó una tinción con ácido peryódico-Schiff (PAS), para visualizar las membranas 
celulares. Como controles positivos se utilizaron muestras de cerebro (para MIF), 
carcinoma rectal (para CCR5) y ganglio reactivo (para CCL5) de rata. 
 
 La expresión del receptor CXCR3 se evaluó por inmunofluorescencia directa. Las 
muestras fueron desparafinadas como se detalló previamente, se bloquearon los sitios 
inespecíficos con BSA al 2% en PBS por 1 h y luego incubadas con un anticuerpo 
monoclonal anti-CXCR3 de ratón, hecho en rata, marcado con aloficocianina (APC, dil. 
1/100; R&D Systems) durante toda la noche a 4°C. Al día siguiente, luego de lavar varias 
veces con PBS en oscuridad, los preparados se contracolorearon y se montaron con 
DAPI/antifade solution (Chemicon). Las muestras fueron observadas al microscopio de 
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fluorescencia Zeiss Axiostar 1, con un aumento de 10X y 40X y las imágenes fueron 
registradas con una cámara de fotos AxioCam (Carl Zeiss, Alemania). 
 
2.2.  Modelo animal de etapa crónica 
 
2.2.1. Modelos de infección crónica indeterminada y severa  
 
 Se utilizaron ratones hembras de la cepa C3H/HeN de 8 semanas de edad, 
obtenidas y mantenidas como se detalló en el ítem 2.    
 
 Como modelo de la etapa crónica indeterminada de la infección, los animales fueron 
infectados por vía intraperitoneal con 50 tripomastigotes sanguíneos de la cepa Tulahuén 
de T. cruzi244. En este modelo, la lesión en el miocardio es de aparición variable, 
restringida a pocas áreas y presenta leve inflamación focal, sin registro de alteraciones 
electrocardiográficas. 
 
 Para el modelo de la etapa crónica con miocardiopatía severa, se inyectaron 106 
tripomastigotes sanguíneos de la cepa Sylvio, clon X10/4, como se describió 
previamente245. Este modelo se caracteriza por una infección progresiva hacia la 
cardiopatía inflamatoria a largo plazo con severo daño tisular, con intensos infiltrados de 
células mononucleares que comprometen todo el órgano, fibrosis, calcificaciones y 
vasculopatía. 
 
 Los animales fueron sacrificados a los 120 dpi con los cuidados ya mencionados.  
 
2.2.2. Aislamiento y caracterización fenotípica del infiltrado inflamatorio de 
miocardio y de células mononucleares de sangre periférica (CMSP) de 
ratones infectados  
 
 En el modelo experimental de miocardiopatía chagásica crónica severa, de cada 
ratón sacrificado se aisló el corazón y se obtuvo por punción retro-orbital un volumen de 
alrededor de 1 ml de sangre. Los corazones extraídos asépticamente fueron colocados en 
tubo Falcon con 5 ml de medio RPMI suplementado con SFB al 1%. Se cortaron en trozos 
pequeños, para su posterior digestión enzimática a 37°C durante 45 min con 200 FALGPA 
U/ml de colagenasa tipo IV de Clostridium histolyticum más 200 FALGPA U/ml de 
hialuronidasa tipo IV-S (Sigma-Aldrich). Luego, se retiró el sobrenadante de la digestión 
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y se repitió el procedimiento una vez más, para mejorar el rendimiento de la extracción 
de las células leucocitarias del infiltrado cardiaco.  
 
 Para aislar las células mononucleares, se sembró el sobrenadante obtenido de la 
digestión tisular (o la sangre sin diluir) sobre un colchón de Histopaque® 1083 (Sigma-
Aldrich), en una relación de 1:1. Se centrifugó por 30 min a 1.600 rpm a T° amb y se 
separó la interfase que alojaba a la fracción celular de interés. Se lavó con PBS y se 
volvió a centrifugar por 10 min, quedando las células resuspendidas finalmente en PBS 
con SFB al 10%. Se procedió al recuento de ambas poblaciones celulares (tisular y 
sanguínea) por tinción con el colorante vital azul tripán y de cada una de ellas se 
colocaron 5x105 células/tubo. Para evitar la marcación inespecífica, las células fueron 
pre-incubadas con 10 µl de sobrenadante del hibridoma 2.4G2, productor de anticuerpos 
monoclonales anti-receptores Fc gamma de macrófagos, generosamente cedido por el 
Dr. G. Mirkin (Facultad de Medicina, UBA). Para caracterizar las subpoblaciones 
leucocitarias indicadas, se añadieron los siguientes anticuerpos monoclonales marcados, 
en un volumen final de 100 µl:  
 
- Macrófagos: anti MAC-1/CD11b-PerCP-Cy 5.5 (dil. 1/400) y MAC-1/CD11b-PE (dil. 
1/200); anti CXCR3-APC (10 µl /105 céls). 
- Linfocitos T: anti CD3-FITC (dil.1/100); anti CD4-PE (dil.1/200); anti CD8-Alexa 
Fluor 647 (dil.1/200) y CD8-FITC (dil.1/200); anti CXCR3-APC. 
 
 Todos los anticuerpos utilizados fueron de BD Pharmingen, a excepción del anti-
CXCR3, de R&D Systems. Para la marcación múltiple se tuvo en cuenta el espectro de 
emisión de cada fluoróforo y se evitó la superposición de los mismos. Las muestras 
fueron incubadas con los anticuerpos durante 30 min en oscuridad, para luego ser fijadas 
con una solución fresca de formaldehído al 4%, durante 20 min. Finalmente, las células 
fueron adquiridas en un citómetro y analizadas con el programa Cyflogic 1.2.1. En todos 
los casos, fueron contadas al menos 5x104  células y la población de leucocitos 
mononucleares fue seleccionada de acuerdo a las características de viabilidad, los valores 
citométricos de forward scatter (FSC) y side scatter (SSC), y la expresión de CD3. 
 
2.2.3. Tratamiento con benznidazol durante la etapa crónica de la enfermedad de 
Chagas experimental 
 
 Se infectaron 15 ratones con la cepa Tulahuén de T. cruzi según las condiciones 
detalladas en el punto 2.2.1. A los 90 días, se dividieron en 3 grupos de 5 animales cada 
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uno: G1- ratones infectados, G2- ratones infectados y tratados con una suspensión de BZ 
(Radanil®, Roche) en carboximetilcelulosa al 1% y G3- ratones no infectados, tratados 
con BZ. El BZ se administró diariamente por vía intragástrica a razón de 100 mg/kg peso 
por un período de 30 días. A los 60 días de finalizado el tratamiento, los animales fueron 
sacrificados y se tomaron muestras de tejido cardíaco y de músculo esquelético para 
análisis de ARN e inmunohistoquímico. 
 
2.2.4. Estudio de la expresión tisular de mediadores inflamatorios 
 
 La expresión de los ARNm de los mediadores inflamatorios MIF, IFN-γ, TNF-α, 
CCL5, CXCL9, CCR5 y CXCR3 fue estudiada como se ha descrito en el ítem 2.1.3.1. A 
nivel de la proteína de MIF, según lo mencionado en el ítem 2.1.3.2. 
 
3. Ensayos en la infección humana por T. cruzi 
 
3.1. Aspectos éticos 
 
 Los protocolos de investigación fueron aprobados por los Comités de Docencia e 
Investigación y de Bioética del Hospital de Niños “Dr. Ricardo Gutiérrez” (HNRG) y los 
Hospitales Generales de Agudos “Dr. Cosme Argerich” (CA) y “José María Ramos Mejía” 
(RM), de la Ciudad de Buenos Aires. A los pacientes adultos se les requirió la firma del 
consentimiento informado. También se solicitó el consentimiento firmado por el padre o 
adulto responsable en el caso de los niños menores y el asentimiento a los niños 
mayores de 7 años (ver Anexo). Los estudios fueron conducidos respetando el Código de 
Nüremberg, la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial (actualización 
1989 y X-2000) y la Convención sobre los Derechos del Niño, incluidos en la Constitución 
de la Nación Argentina (1994). 
 
3.2. Selección y caracterización de la población 
 
 La población pediátrica incluyó 30 niños infectados con T. cruzi ingresados en el 
Servicio de Parasitología y Chagas del HNRG, para su diagnóstico y tratamiento. Los 
criterios de exclusión fueron: padecer concomitantemente otra enfermedad infecciosa, 
además de ECh; enfermedades autoinmunes; procesos inflamatorios agudos o crónicos, 
ó que hayan recibido previamente tratamiento etiológico. El rango de edad de la 
población estudiada fue amplio, subdividiéndose en dos grupos: a) menores de 2 meses 
(fase aguda de la enfermedad) y b) entre 8 y 17 años (fase crónica indeterminada 
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temprana). La relación de sexos fue 1. Como grupo control, se enrolaron 19 niños del 
mismo rango de edad y relación de sexos que no estaban infectados con T. cruzi 
(serología específica no reactiva). El 100% de los pacientes pediátricos residía en la 
Ciudad de Buenos Aires y sus alrededores, con condiciones socioeconómicas similares. 
Esta región es libre del vector y no se considera área endémica, por lo tanto la 
posibilidad de reinfección es prácticamente nula. Todos los niños que ingresan al Servicio 
con diagnóstico confirmado de ECh son tratados; sin embargo, en esta parte del trabajo 
sólo se estudió el efecto del tratamiento con BZ sobre la población cursando la etapa 
crónica indeterminada temprana. Los pacientes infectados fueron tratados por vía oral 
con BZ (Radanil®, Roche, Argentina) en dos dosis de 5-8 mg/kg/día, por 60 días. Desde 
el diagnóstico (T0), los pacientes fueron seguidos clínicamente [electrocardiograma 
(ECG) y ecocardiograma (ECO)] y por exámenes de laboratorio (serología para T. cruzi, 
hemograma, hepatograma, nivel de creatinina en sangre), a los 30 días, a los 60 días 
(fin del tratamiento, T1) y 6 meses luego de completada la terapia parasiticida (T2). 
Además, se monitoreó la respuesta parasitológica al tratamiento mediante PCR para 
detección de ADN de T.cruzi en sangre28. 
 
 Los pacientes adultos con ECh crónica fueron reclutados en el Servicio de 
Cardiología de los hospitales CA y RM. Fueron evaluados clínicamente y agrupados de 
acuerdo a la clasificación de Kuschnir246 en: Grupo 0 (G0), que incluyó individuos 
seropositivos cuyos exámenes (ECG, ECO y radiografía de tórax) arrojaron resultados 
dentro de los parámetros normales, y Grupo 3 (G3), formado por pacientes con serología 
reactiva para Chagas que presentaron anormalidades en ECG y ECO, alteraciones en la 
conducción eléctrica, cardiomegalia, y evidencia clínica y radiológica de falla cardiaca. La 
clasificación en G0 y G3 corresponde a las formas indeterminada y severa de la ECh, 
respectivamente. El grupo control (C) consistió en individuos sanos dentro del mismo 
rango de edad y relación de sexos, serológicamente negativos para T. cruzi y sin ninguna 
evidencia de miocardiopatía. Se excluyeron del estudio aquellos pacientes que 
presentaban alguna de las siguientes patologías: hipertensión, enfermedad cardíaca 
congénita, hipercolesterolemia, enfermedad isquémica o vascular, cáncer, evidencia 
clínica de cualquier enfermedad infecciosa, artritis, diabetes, alergia o desórdenes 
inflamatorios/autoinmunes. Se analizaron diversos parámetros ecocardiográficos de 
relevancia para la caracterización clínica de la miocardiopatía por ECh, incluyendo a: los 
diámetros diastólico del ventrículo izquierdo (DDVI), sistólico del ventrículo izquierdo 
(DSVI), de la aurícula izquierda (DAI) y de la aorta (DA), así como también la fracción de 
acortamiento (FA). El estudio de esta población fue realizado a doble ciego, donde -
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previo al estudio de los mediadores inflamatorios- sólo los médicos cardiólogos 
intervinientes tuvieron conocimiento del grupo al que pertenecía cada paciente.     
 
 El diagnóstico de la infección por T. cruzi en ambas poblaciones, pediátrica y adulta, 
fue confirmado en el Servicio de Parasitología y Chagas del HNRG, por las siguientes 
técnicas: hemaglutinación indirecta (IHA, Polychaco, Argentina), ELISA (Wiener, 
Argentina) y test de aglutinación pasiva de partículas (PPA, Bayer, Argentina). Se 
consideraron positivos aquellos títulos de anticuerpos específicos ≥16 por IHA y PPA, así 
como los valores de ELISA superiores a 1,2. Todo paciente con ≥2 de los 3 ensayos 
positivos fue diagnosticado como infectado con T. cruzi. 
 
 3.3. Determinación de mediadores inflamatorios 
 
  3.3.1. En células sanguíneas  
 
 De cada uno de los pacientes pediátricos se extrajo sangre por punción venosa (5 
ml) en un tubo estéril que contenía 50 μl de ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, 16% 
p/v) y se le agregó igual volumen de PBS. La muestra de sangre diluida fue depositada 
lentamente en un gradiente de Ficoll-Hypaque® Plus (Amersham Pharmacia Biotech, 
EEUU) y centrifugada a 1.600 rpm por 30 min. Al finalizar, se separó cuidadosamente el 
halo donde se ubicaban las CMSP, que fueron lavadas 2 veces con PBS. La extracción de 
ARN total de las CMSP, la retrotranscripción a ADNc y el posterior análisis de la expresión 
de CQ por PCR, se realizó como se describe en el ítem 2.1.3.1. La secuencia de los 
primers humanos utilizados se detalla en la Tabla II. 
 
3.3.2. En suero 
 
 En las muestras de suero de cada paciente pediátrico y adulto se determinó el nivel 
de MIF (R&D Systems) e IFN-γ (BD Pharmingen) por la técnica de ELISA, según 
especificaciones del fabricante. En las muestras de los pacientes adultos, se cuantificaron 
además los niveles circulantes de TNF-α por ELISA (Chemicon) y de proteína C reactiva 
de alta sensibilidad (PCR-AS) por inmunonefelometría optimizada por látex (Siemens, 
EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Las CQ recombinantes provistas con los 
equipos fueron utilizadas para generar las correspondientes curvas estándar. La 
sensibilidad de cada ensayo es: MIF, 125,0  pg/ml; IFN-γ, 31,3 pg/ml; TNF-α, 4,8 pg/ml; 
PCR-AS, 0,4 mg/L. 
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4. Análisis estadístico  
 
 Los análisis estadísticos fueron realizados utilizando el programa GraphPad Prisma 
versión 5.0 (GraphPad Software, EEUU), excepto para el análisis de regresión múltiple 
que se llevó a cabo mediante el programa Statistica 8.0 (StatSoft Inc., EEUU). De 
acuerdo con el caso, se calcularon los valores correspondientes a la media aritmética 
grupal, al error estándar de la media (ESM), y a la mediana (con rango intercuartiles) de 
la población. Para las comparaciones entre los distintos grupos se emplearon las 
siguientes pruebas paramétricas y no paramétricas: 
 
 entre 2 grupos:  t de Student; Mann-Whitney; Fisher. Para analizar la covariación 
entre variables se usó la correlación de Pearson. 
 entre 3 ó más grupos: análisis de varianza de una vía (ANOVA), seguido de 
comparación múltiple por Tukey ó Bonferroni; análisis de tendencia lineal; 
Friedman; Kruskal-Wallis con post-test de Dunn. 
 para establecer las diferencias, los valores de P inferiores a 0,05 fueron 


















1. Papel de MIF en la respuesta inflamatoria que se desarrolla en la etapa 
temprana de la infección con T. cruzi 
 
1.1. Efecto de MIF en la reducción del número de macrófagos infectados y 
la eliminación de parásitos intracelulares 
 
 Se estudió el efecto de MIF sobre la invasión de T. cruzi a los macrófagos en 
cultivo. Luego de 2 hs de pre-tratamiento celular con MIF y otras 2 hs de contacto con T. 
cruzi (lapso adecuado para cuantificar la población de parásitos que ingresaron a los 
fagocitos sin que la valoración se vea afectada significativamente por la tasa de 
multiplicación de amastigotes), la proporción de células sin infectar no se modificó, 
independientemente del uso de concentraciones crecientes (100-1.000 ng/ml) de la CQ 
recombinante. Sin embargo, al cabo de un plazo prolongado de estimulación (72 hs pre-
infección), MIF fue capaz de aumentar, en forma dependiente de la dosis (línea de 
tendencia creciente, P<0,05), el número de células no parasitadas (18,5 ± 16,3 %, 44,2 
± 8,7 % y 47,3 ± 7,2 % para 100-500-1.000 ng/ml de MIF, respectivamente)(Fig. 1A). 
También en función de la concentración de CQ empleada, se comprobó una reducción 
significativa (P<0,05) en la cantidad de parásitos intracelulares, tanto en las células pre-
estimuladas por 2 hs (7,1 ± 6,1 %, 51,9 ± 12,1 % y 60,5 ± 5,8 % para 100-500-1.000 
ng/ml de MIF, respectivamente) como por 72 hs (36,2 ± 3,0 %, 77,3 ± 9,0 % y 81,4 ± 
8,0 % para 100-500-1.000 ng/ml de MIF, respectivamente) (Fig. 1B y microfotografía 1). 
 
 Para confirmar si este efecto parasitostático/parasiticida de MIF en macrófagos 
infectados también ocurría en células no fagocíticas, se estimularon cardiomiocitos 
murinos HL-1 con la CQ recombinante y se infectaron con T.cruzi (en idénticas 
condiciones que las descritas para fagocitos), para luego proceder al recuento de 
parásitos intracelulares. Los resultados demostraron que MIF no fue capaz de reducir la 
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Fig. 1: Efecto de la estimulación con MIF sobre células infectadas con T. cruzi. 
Reducción en el número de macrófagos infectados (A) y de amastigotes intracelulares (B) luego 
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resultados obtenidos en cardiomiocitos murinos HL-1 infectados con T. cruzi por 2 ó 24 hs y 
tratados o no con MIF. Todos los datos son presentados como el valor medio ± ESM. *P<0,05: 100 














Microfotografía 1: Reducción en el número de amastigotes intracelulares en 
macrófagos tratados con MIF. Las células fueron incubadas con 1.000 ng/ml de MIF durante 
72 hs o sin estímulo alguno. Al cabo de este tiempo, los macrófagos fueron fijados con formol al 
5% y teñidos con hematoxilina-eosina. Aumento 100X. 
 
1.2. Efecto sinérgico de MIF e IFN-γ en la activación de macrófagos 
 
 La co-estimulación de macrófagos con IFN-γ (1 µg) y MIF demostró ser más 
efectiva para el control de la infección en los fagocitos que el tratamiento con IFN-γ 
exclusivamente. La reducción en la cantidad de macrófagos infectados y en la carga 
parasitaria intracelular fueron dependientes de la concentración de MIF utilizada en 
combinación con el IFN-γ (Fig 2, A y B). A una baja concentración de MIF (100 ng/ml), la 
inducción de la actividad parasiticida de los macrófagos por MIF+IFN-γ no resultó 
sustancialmente diferente de la observada con el estímulo de IFN-γ aislado. Sin embargo, 
al emplear 500 ng/ml de MIF conjuntamente con el IFN-γ, sí se encontraron diferencias 
significativas (P<0,05) en la actividad anti-amastigote, aunque no se logró disminuir 
significativamente la tasa de células infectadas. Finalmente, a la máxima concentración 
de MIF ensayada (1.000 ng/ml), se verificó una diferencia significativa (P<0,05) entre las 
células tratadas con IFN-γ solo y aquellas estimuladas conjuntamente con MIF e IFN-γ 
(18,9 ± 4,8 % vs 83,1 ± 8,3 % de reducción de células infectadas; y 39,9 ± 7,2 % vs 
86,0 ± 5,5 % de reducción de parásitos intracelulares, respectivamente).  




















Fig. 2: Efecto del co-tratamiento de MIF con IFN-γ sobre la cantidad de células 
parasitadas y de amastigotes intracelulares. Macrófagos murinos infectados con T. cruzi 
fueron tratados o no con dosis crecientes de MIF (100, 500 y 1.000 ng/ml) y estimulados con IFN-γ 
(1 μg/106 céls). Luego de 24 hs las células fueron fijadas y teñidas con Giemsa para la 
visualización de los parásitos intracelulares. Se determinó la cantidad de células parasitadas (A) y 
de amastigotes intracelulares (B).  Los datos son presentados como el valor medio ± ESM. * 
P<0,05: Tc y 0 vs 500 ó 1.000 ng/ml MIF. 
 
1.3.  Efecto inductor de MIF sobre los macrófagos 
 
 Se estudió la capacidad de MIF para estimular en fagocitos la generación de 
moléculas como TNF-α, NO y ERO que pueden afectar la sobrevida del parásito. Luego de 
6 hs de incubación en presencia de MIF (1.000 ng/ml) la producción de estos agentes era 
prácticamente indistinguible de la observada en el control sin tratar (salvo un ligero 
incremento de ERO), pero al cabo de 24 hs los macrófagos respondieron a la 
estimulación con MIF liberando niveles aumentados de los mediadores inflamatorios (Fig. 
3). En comparación con la activación por IFN-γ, MIF resultó ser un mejor inductor de 
TNF-α (1.907,00 ± 97,00 vs 564,50 ± 35,50  pg/ml) y ERO  (44,35 % vs 19,20 % de 
células positivas), (P<0,05, Fig. 3A y C), y un estímulo de menor eficiencia para la 



























































































































Fig. 3: Efecto de MIF sobre la expresión de TNF-α, NO y ERO en macrófagos 
murinos. Las células fueron estimuladas o no con 1000 ng/ml de MIF o 1 μg/106 céls de IFN-γ, a 
los tiempos indicados. Los sobrenadantes fueron recolectados para la medición de TNF-α (A) por la 
técnica de ELISA y NO (B) por el método de Griess; las células fueron tripsinadas y teñidas con 
DCFH para estudiar la expresión de ERO (C). Las mismas fueron adquiridas en un citómetro de 
flujo para determinación del % de células positivas para DCFH. Los datos son presentados como el 
valor medio ± ESM. *P<0,05.  
 
1.4. Mecanismos parasiticidas inducidos por MIF en fagocitos 
 
 Habiendo verificado que MIF contribuye a controlar la infección de macrófagos por 
T. cruzi (ver ítems 1.1. y 1.2.), se investigaron posibles mecanismos parasiticidas que 
son disparados por esta CQ en este tipo de células (ver ítem 1.3.). MIF fue capaz de 
inducir significativamente (P<0,05) ERO en forma muy temprana (2 hs) en los 
macrófagos infectados (Fig. 4B). Sin embargo, no logró el mismo efecto precoz con otros 
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mediadores, como NO y TNF-α, que permanecieron en niveles basales o indetectables 
(Fig. 4, A y C). Al tiempo mencionado, el parásito per se tampoco consiguió potenciar la 
generación de estas moléculas. A más largo plazo (72 hs), en cambio, la infección con T. 
cruzi indujo la producción de NO, ERO y TNF-α en forma sustancial, situación que se vio 
incrementada en forma significativa (P<0,05) al estimular con MIF las células infectadas 
(15,7 ± 0,5 vs 21,5 ± 1,5 μM NO; 44,3 ± 0,8 vs 70,3 ± 6,3 % de células positivas; 34,3 
± 3,1 vs 610,0 ± 10,0 pg/ml de TNF-α, para muestras sin y con tratamiento con MIF, 






















Fig. 4: Mecanismos parasiticidas inducidos por MIF en células fagocíticas. 
Expresión de NO (A), ERO (B) y TNF-α (C), en macrófagos murinos infectados con T. cruzi y 
estimulados o no con 1000 ng/ml por 2 ó 72 hs. Los datos son presentados como el valor medio ± 
ESM. *P<0,05. 
 
 Para certificar que la activación de mecanismos parasiticidas observada en 
macrófagos fue por efecto directo de MIF, las células fueron incubadas en presencia de 
un anticuerpo específico para MIF (Fig. 5). El tratamiento con dicho anticuerpo redujo 
significativamente (P<0,05) los niveles de NO, ERO y TNF-α inducidos en conjunto por el 
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Fig. 5: Mecanismos parasiticidas específicos de MIF. Expresión de NO (A), ERO (B) y 
TNF-α (C), en macrófagos murinos infectados con T. cruzi, estimulados con 1.000 ng/ml de MIF y 
tratados o no con un anticuerpo específico anti MIF (Ac) durante 72 hs. Los datos son presentados 
como el valor medio ± ESM. *P<0,05; **** P<0,0001. 
 
1.5. Producción de MIF en macrófagos infectados 
 
  Para determinar si T. cruzi es capaz de inducir la secreción de MIF por células 
fagocíticas, se infectaron in vitro macrófagos peritoneales de ratón con distintas 
relaciones parásito:célula por 48 hs. Se observó que los fagocitos liberan MIF en relación 
al número de parásitos utilizados para su infección (Fig. 6). Cuando la relación T. cruzi: 
macrófago fue igual a 1, la concentración promedio de MIF en el sobrenadante de cultivo 
resultó similar a los niveles basales hallados en macrófagos sin infectar. Al incrementar la 
cantidad de parásitos por célula (5:1 ó 10:1), la liberación de MIF aumentó 
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significativamente (P<0,05) con respecto al control (8,83 ± 1,29 y 9,20 ± 2,05 vs 2,13 ± 













Fig. 6: Liberación de MIF por macrófagos infectados con T. cruzi. Niveles de MIF 
medidos por ELISA en macrófagos peritoneales infectados con distintas relaciones de T. cruzi:célula 
(Tc:m). Los datos son presentados como el valor medio ± ESM. *P<0,05 vs 0:1 relación Tc:m).  
 
1.6. Caracterización de la infección aguda por T. cruzi en ratones 
 
 En ratones BALB/c, la infección aguda con la cepa RA de T. cruzi se caracterizó por 
una baja parasitemia a los 7 dpi, alcanzando un valor máximo de 8,6x105 parásitos/ml a 
los 21 dpi para luego disminuir progresivamente hasta finalizar esta fase (Fig. 7A). 
Durante el curso de la misma, se evaluó el nivel de parasitismo tisular (Fig. 7A) y la 
respuesta inflamatoria (evaluada mediante el grado de inflamación, G.I) (Fig. 7B), tanto 
en corazón como en músculo esquelético. A los 7 dpi, ninguno de estos tejidos evidenció 
anormalidades histopatológicas ni la presencia de nidos de amastigotes. La inflamación a 
ese tiempo fue mínima (Fig. 7B). En los animales sacrificados a los 14 dpi, se halló un 
infiltrado inflamatorio multifocal y difuso (G.I: 1-2), que consistía principalmente en 
células mononucleares linfoplasmocitarias y macrófagos, con pocas células 
polimorfonucleares y mastocitos, en el 94,5% de los corazones infectados. El infiltrado 
inflamatorio se encontraba presente en todo el órgano afectando distintas estructuras 
cardíacas (endocardio, miocardio y epicardio). En el músculo esquelético, sin embargo, la 
intensidad de la inflamación fue menos evidente durante este período (G.I: 0-1). El 
infiltrado inflamatorio se intensificó y se volvió más extenso entre los 21 y 28 dpi (G.I: 3-
4; Fig. 7B y microfotografía 2, B y D). El máximo parasitismo en ambos tejidos coincidió 
con el pico de parasitemia, la máxima severidad de la miocarditis y la presencia de una 
intensa rabdomiólisis en el 75% de las muestras de músculo esquelético. Se identificaron 
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numerosos nidos de amastigotes (B inserto) y focos inflamatorios (D inserto) en la pared 
de los ventrículos, involucrando los ganglios autonómicos y el tejido sub-pericárdico. No 



























Fig. 7: Perfil de parasitemia, parasitismo tisular (A) y grado de inflamación (B) 
en el corazón (Cor) y músculo esquelético (ME) de ratones infectados con la 
cepa RA de T. cruzi. Se inició el control al día 7 post-infección, continuando con el monitoreo 
hasta finalizar la etapa aguda, a los 28 dpi. Se obtuvieron de cada animal 5 μl de sangre para 
evaluar la parasitemia y una muestra de tejido cardíaco y de músculo esquelético para la 
visualización de los nidos de amastigotes y la extensión e intensidad de los infiltrados 
inflamatorios. Los resultados obtenidos se expresan como el valor medio del número de parásitos y 
del G.I en cada uno de los dpi ± ESM.   
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Microfotografía 2: Parasitismo tisular en la etapa aguda experimental. 
Microfotografías representativas de tejidos (A y B: músculo esquelético, ME; C y D: corazón) de 
ratones Balb/c infectados con la cepa RA de T. cruzi. Se observan intensos infiltrados inflamatorios 
(grado 3-4) en ME (B, 20X) y corazón (D, 40X) entre los días 21 y 28 dpi. No se observaron 
infiltrados inflamatorios de grado 4 en ninguna de las muestras histológicas evaluadas. B inserto: 
detalle de nido de amastigotes intacto en ME (100X). D inserto: detalle de foco inflamatorio en 
tejido cardiaco (100X). A y C: muestras de ME y corazón de ratones control (20X). Tinción 
hematoxilina-eosina. Las microfotografías son representativas de 3 experimentos independientes.   
 
1.7. Expresión de MIF en la etapa aguda de la infección experimental 
 
 En un modelo in vivo de infección temprana por T. cruzi, se evaluó la cinética de la 
expresión del ARNm de MIF en músculo esquelético y miocardio (Fig. 8, A y B). Sólo una 
Músculo Esquelético Corazón 
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expresión basal de MIF fue demostrada en muestras de ratones sin infectar. En ambos 
tejidos, se observó un incremento en el nivel de transcriptos de la CQ durante el curso de 
la infección. A los 7 dpi, la expresión de MIF en el músculo esquelético fue muy intensa, 
al igual que la hallada en el miocardio. La expresión del ARNm de este mediador estuvo 
persistentemente aumentada en ambos tipos de músculo a lo largo de toda la fase 
aguda, si bien en corazón se redujo ligeramente al llegar a los 28 dpi. Los resultados de 
esta mayor expresión local de ARNm fueron confirmados con la identificación por IHQ de 
la proteína MIF en los órganos blanco (Microfotografía 3). La expresión elevada de esta 
CQ se localizó fundamentalmente en las células musculares de ambos tejidos 
(Microfotografía 3 B y E, flechas), observándose además una marcada expresión de MIF 
















Fig. 8: Cinética de la expresión muscular de ARNm de MIF en la etapa aguda 
experimental. Los ratones fueron infectados con 50 tripomastigotes de la cepa RA de T. cruzi y 
sacrificados a los tiempos indicados. El músculo esquelético (A) y el corazón (B) fueron extraídos 
y analizados para la expresión del ARNm de MIF. El análisis semi-cuantitativo de la expresión de 
los ARNm corresponde a los resultados de RT-PCR. El nivel de expresión, presentado como el valor 
medio ± ESM, se define como la relación entre la señal obtenida para el transcripto analizado 
(corregido según el valor de la -actina de la misma muestra) y la señal obtenida para dicho 
transcripto en los animales control.  ###P<0,001 diferencias entre los grupos de animales 
infectados y control. 






































































































































Microfotografía 3: Expresión de MIF en tejidos infectados con T. cruzi en etapa 
aguda. Microfotografías representativas de la expresión de la proteína de MIF en músculo 
esquelético –ME- (A, B y C) y corazón – Cor- (D y E) de ratones Balb/c infectados con la cepa RA 
de T. cruzi cursando la etapa aguda de la enfermedad. Se observa una intensa coloración tanto en 
los miocitos (B y E, flechas) como en las células infiltrantes (C, flecha). No se observó expresión de 
MIF en las muestras de ME de ratones sin infectar (A), o se detectó en forma basal en tejido 
cardíaco (D). Las microfotografías son representativas de 3 experimentos independientes. 
Aumento de todas las microfotografías: 40X. 
 
1.8. Niveles de MIF en el suero de pacientes pediátricos en etapa aguda de 
la infección 
 
 En un grupo de 8 pacientes pediátricos por debajo de la edad de 2 meses, con 
parasitemia detectable por microhematocrito (fase aguda de la infección chagásica), se 
investigaron los niveles séricos de MIF. Se encontró que la concentración promedio de 
MIF circulante en estos niños era significativamente mucho más elevada (P=0,006) que 
la determinada en muestras de pacientes pediátricos no infectados con T. cruzi, quienes 
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sólo presentaban valores basales de este mediador inflamatorio (42,92 ± 12,35 vs 2,92 












Fig. 9: Niveles circulantes de MIF en pacientes pediátricos cursando la etapa 
aguda de la enfermedad. Muestras de suero de niños menores de 2 meses de vida con 
parasitemia positiva y niños no infectados de la misma edad fueron utilizadas para la cuantificación 
de MIF por el método de ELISA. Los resultados se expresan como el valor medio. *P<0,05 niños 
positivos para T. cruzi (Ch+) vs no infectados (Ch-). 
 
2. Papel de MIF en los mecanismos de inflamación que se desarrollan en la 
etapa crónica de la infección con T. cruzi 
 
2.1. Expresión de MIF en la etapa crónica indeterminada y severa de la 
infección experimental y humana 
 
En ratones: 
 En el sistema cardiovascular, la inducción de MIF en respuesta a la infección 
experimental, tanto a nivel del ARNm como de la proteína, fue estudiada por PCR e IHQ, 
respectivamente (Fig. 10).  
 Utilizando el modelo murino de etapa crónica severa de la enfermedad, a los 120 
dpi se evidenció una intensa inducción de la CQ, cuya mayor expresión se localizaba 
principalmente en cardiomiocitos, en coincidencia con un elevado grado de parasitismo e 
infiltración leucocitaria en corazón245 (Fig. 10C). Las células del infiltrado inflamatorio 
también mostraron reactividad, aunque en menor proporción (Fig. 10C, flecha).  
 Usando el modelo experimental de etapa indeterminada, MIF fue asimismo 
identificado, aunque de manera mucho más difusa, en el tejido cardíaco de ratones por 
detección del ARNm y de su proteína (Fig. 10, A y B). Sólo se pudo comprobar una débil 
expresión basal del mediador en los animales control (Fig. 10D). 










































                             
 
Fig. 10: Expresión de MIF en la etapa crónica de la infección experimental. 
Niveles de ARNm (A) y la proteína (B-D) de MIF en tejido cardiaco de animales cursando la fase 
crónica indeterminada (B) y severa (C) de la enfermedad de Chagas. Ratones de la cepa C3H 
fueron infectados con distintas cepas del parásito (Tulahuén y Sylvio) para generar los modelos de 
M IF
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las diferentes etapas de la infección (indeterminada y severa, respectivamente). B inserto: 
expresión basal de MIF (100X). C: sólo unas pocas células infiltrantes expresaron MIF (flecha) 
mientras se registró una intensa marcación en cardiomiocitos (inserto, 40X). (D) marca basal de 
MIF en una muestra de tejido cardiaco normal (40x). *P<0,05, severos vs indeterminados (Indet) 
y normales (N). Aumento de microfotografías A, B y C: 40X. 
 
En pacientes: 
 En primera instancia, se estudió la expresión de MIF en un grupo de pacientes 
pediátricos en estadio indeterminado temprano, antes de que recibieran el tratamiento 
parasiticida. En CMSP de estos pacientes se detectaron niveles significativamente más 
elevados (P<0,001) de ARNm de MIF, comparados con los hallados en niños no 
infectados (0,72 ± 0,09 vs 0,23 ± 0,06 unidades, respectivamente) (Fig. 11A). En 
concordancia, los primeros presentaron cantidades incrementadas (P<0,05) de la 
proteína en suero, respecto de la población libre de infección (23,9 ± 5,2 vs 2,9 ± 0,5 
ng/ml, respectivamente) (Fig. 11B). Algo similar se encontró con respecto a otra CQ 
proinflamatoria emblemática, como IFN-γ. Los pacientes pediátricos en estadio 
indeterminado temprano evidenciaron niveles significativamente más altos (P<0,05) de 
ARNm de IFN-γ en CMSP, comparado con los transcriptos presentes en células de niños 
no infectados (0,60 ± 0,09 vs 0,19 ± 0,06 UA, respectivamente) (Fig. 11C). 
Coincidentemente, aquéllos presentaron una mayor concentración (P<0,05) de la CQ 
circulante, respecto de estos últimos (20,6 ± 4,9 vs 5,3 ± 1,2 ng/ml, respectivamente) 




























































































Fig. 11: Expresión de MIF e IFN-γ en pacientes pediátricos en estadio 
indeterminado temprano. Se obtuvieron muestras de sangre de pacientes pediátricos en la 
etapa indeterminada temprana de la enfermedad y de niños no infectados. Se midieron los niveles 
de ARNm en células mononucleares –CMSP- (A y C) y proteína circulante (B y D) de MIF e IFN-γ, 
respectivamente. Los resultados se expresan como el valor medio. *P<0,05; ***P<0,001, 
pacientes infectados vs no infectados. 
 
 Por otro lado, se investigó el nivel de MIF circulante durante la fase crónica 
indeterminada y sintomática de la infección chagásica humana. En las muestras de 
pacientes adultos cursando distintos grados de patología cardíaca [indeterminado (G0) y 
severo (G3)] se hallaron diferencias entre ambos grupos en la concentración sérica de 
MIF (Fig. 12). Los pacientes con miocardiopatía severa por ECh presentaron niveles de 
MIF aumentados en forma significativa en comparación con los registrados en aquellos 
pacientes en etapa indeterminada tardía (20,9 ± 5,1 vs 7,4 ± 0,6 ng/ml, 
respectivamente) (Fig. 12A). Los valores de MIF en suero de este último grupo no 
difirieron mayormente de los detectados en las muestras de individuos no infectados (8,1 
± 1,6 ng/ml). La concentración sérica promedio en G3 es comparable con la encontrada 
previamente [19,8 ng/ml247] en pacientes con tuberculosis pulmonar. También en las 
muestras de pacientes adultos infectados con distintos grados de patología cardiaca se 
evaluaron los niveles de una CQ asociada con la fisiopatología de Chagas, como TNF-α. 
En conjunto, los individuos infectados, sin y con evidencias de miocardiopatía, 
presentaron concentraciones promedio de TNF-α significativamente más elevadas que los 
sujetos no infectados (324,6 ± 41,4 y 344,3 ± 79,4 vs 146,9 ± 14,8 ng/ml, 
respectivamente; Fig. 12B). Sin embargo, a diferencia de lo ocurrido con MIF, no se 
hallaron diferencias entre los valores correspondientes a los estadios indeterminado y 
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niveles de MIF y TNF-α, posiblemente debido a que existan mecanismos regulatorios 













Fig. 12: Expresión incrementada de MIF en pacientes con miocardiopatía 
chagásica severa. Pacientes adultos con enfermedad de Chagas fueron agrupados de acuerdo a 
la presencia o no de patología cardíaca: etapa crónica severa (G3) e indeterminada (G0), 
respectivamente. Se presentan los niveles séricos de MIF (A) y TNF-α (B) de los distintos grupos 
de pacientes chagásicos e individuos no infectados (Ch-). Los resultados se expresan como el valor 
medio. *P<0,05 G3 vs G0 y Ch-; #P<0,05 G0 y G3 vs Ch-. 
 
2.2. Correlación del nivel circulante de MIF con parámetros 
ecocardiográficos y de laboratorio representativos de daño cardiaco  
 
 En la Tabla III se observa que tanto la edad como el género de la población de 
pacientes adultos en quienes se determinó la concentración de MIF circulante muestran 
una distribución desigual. La edad promedio del grupo con patología severa es 
significativamente diferente (P<0,05) de la que presentan los pacientes indeterminados y 
los controles sin infección. La distribución con respecto al sexo también está 
desbalanceada, con una disminución muy marcada (P<0,0001) de la proporción de 
mujeres dentro del grupo de pacientes infectados con miocardiopatía grave. Además, en 
este grupo se registraron alteraciones muy significativas (P<0,001) de diversos 
parámetros ECO (Tabla III). Por lo tanto, se practicó un análisis de regresión múltiple 
que comprendió a los valores de MIF, la edad, el sexo y la forma clínica de la ECh con el 
propósito de verificar la influencia de las variables independientes sobre los niveles de la 
CQ proinflamatoria. Los resultados mostraron que en la población en estudio no existía 
correlación significativa entre la concentración de MIF circulante y edad, sexo o estadio 
indeterminado de la infección (P=0,106, 0,223 y 0,556, respectivamente). Por el 
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contrario, el análisis estadístico confirmó la hipótesis de que los valores de MIF hallados 
correlacionan significativamente y de modo positivo con la forma más avanzada de 
miocardiopatía chagásica crónica. 
 
 Individuos No 
infectados   
(n=15) 
Pacientes 
Chagas Indet   
(G0, n=14) 
Pacientes Chagas 
Severo                      
(G3, n=12) 
Valor de P  
Características     
Edad (años)  47,3±1,4    51,9±1,7    57,3±6,8                         <0,05 
Sexo (F/M)      8/7      10/4         1/11                   <0,01 
Estudios Ecocardiográficos    
                DDVI (cm)     4,4 ± 0,2    4,4 ± 0,1     6,4 ± 0,3                               <0,001 
                DSVI (cm)     2,5 ± 0,3    2,5 ± 0,1                   5,2 ± 0,3                         <0,001 
                         FA (%)   38,0 ± 4,0     44,0 ± 1,8                 17,0 ± 3,4                            <0,001       
                        SI (cm)     0,9 ± 0,2             0,9 ± 0,1                   1,2 ± 0,1             <0,001               >0,05  
                    PP (cm)     0,9 ± 0,1    0,8 ± 0,1                   0,8 ± 0,1                    >0,05 
                   DAI (cm)     3,4 ± 0,2    3,3 ± 0,1                   4,9 ± 0,3                    <0,001 
                     DA (cm)     2,7 ± 0,1    2,7 ± 0,1                   3,2 ± 0,1                 <0,001 
Estudios 
Electrocardiográficos 
   
Anormalidades presentes 
(% de pacientes)         0,0    0,0                             100,0 
 
 
TABLA III: Características clínicas de la población adulta estudiada. Distribución de 
edad y sexo y parámetros eco y electrocardiográficos en pacientes chagásicos crónicos e individuos 
no infectados. DDVI: diámetro diastólico del ventrículo izquierdo; DSVI: diámetro sistólico del 
ventrículo izquierdo; FA: fracción de acortamiento; SI: septum interventricular; PP: pared 
posterior; DAI: diámetro de la auricular izquierda; DA: diámetro de la aorta. 
 
 Particularmente, los valores séricos de MIF en pacientes con infección crónica por T. 
cruzi correlacionaron con parámetros ECO indicadores de disfunción ventricular izquierda, 
uno de los signos clínicos característicos de la patología chagásica cardíaca248 (Fig. 13). 
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diámetros DDVI (r=0,54, P=0,004), DSVI (r=0,56, P=0,031), DAI (r=0,50, P=0,010) y 
DA (r=0,45, P=0,010) (Fig. 13 A, B, C y D, respectivamente). Además, MIF correlacionó 
negativamente con la disminución de la FA (r=-0,45, P=0,022) (Fig. 13E). Más aún, los 
niveles circulantes de MIF de los individuos infectados con T. cruzi mostraron una muy 
significativa correlación positiva (r= 0,75, P<0,0001) con los valores de PCR-AS, un 
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Fig. 13 (página anterior): MIF correlaciona con parámetros ecocardiográficos 
indicadores de disfunción ventricular izquierda. Las variables utilizadas habitualmente 
para evidenciar patología ventricular izquierda fueron estudiadas en pacientes adultos con 
enfermedad de Chagas crónica (N=26). Paralelamente, se midieron por ELISA los niveles de MIF 
circulante en muestras de suero de los mismos pacientes. En cada caso se indican los valores de p 
















Fig. 14: Correlación entre los niveles séricos de MIF y de proteína C reactiva de 
alta sensibilidad. El grupo de pacientes adultos en estudio fue evaluado por 
inmunonefelometría para la detección de proteína C reactiva (PCR-AS) circulante. Se estableció una 
comparación entre las concentraciones halladas y los niveles séricos de MIF de cada individuo. Se 
indican los valores de P y r (coeficiente Pearson) de correlación entre las variables. 
 
2.3. Papel de MIF en la regulación de la apoptosis de cardiomiocitos 
generada por la infección con T. cruzi  
 
 Se estudió el efecto de MIF como posible regulador de la apoptosis en 
cardiomiocitos murinos HL-1 infectados con T. cruzi. En primer lugar se verificó que, en 
ausencia de infección, MIF no provoca un efecto pro-apoptótico sobre este tipo celular, ya 
que no se hallaron diferencias significativas en el porcentaje de células positivas para la 
técnica de TUNEL entre aquellas tratadas con la CQ y las que no recibieron tratamiento 
(13,1 ± 3,9 % vs 12,0 ± 1,7 %, respectivamente) (Fig. 15A). En concordancia con dicho 
resultado, los datos correspondientes al análisis por citometría de flujo mostraron que 
tampoco se registraban modificaciones sustanciales del parámetro Forward Scatter, 
representativo del tamaño celular (Fig. 15B). La infección con T. cruzi, en cambio, 
incrementó significativamente (P<0,05) la muerte celular programada y el 
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“encogimiento” de las células HL-1 respecto a aquellas sin infectar (29,4 ± 3,7 y 12,0 ± 






















Fig. 15: Apoptosis de cardiomiocitos luego del tratamiento con MIF o de la 
infección con T. cruzi. Cardiomiocitos murinos HL-1 fueron estimulados con 30 ng/ml de MIF o 
infectados en una relación parásito/célula de 5:1, y al cabo de 24 hs se registró el porcentaje de 
células apoptóticas por la técnica de TUNEL (A y C) y se analizó el tamaño celular por citometría de 
flujo (B y D). Los valores son representativos de 3 ensayos independientes. Se expresan como el 
valor medio ± ESM. *P<0,05; HL-1 vs HL-1 infectadas (+Tc). 
 
 Al estudiar el efecto de MIF sobre los cardiomiocitos infectados, se evidenció una 
notable reducción (P=0,0004) en el número de células positivas por TUNEL como 
consecuencia del tratamiento con este factor proinflamatorio, respecto de aquéllas 
solamente infectadas (2,5 ± 0,6 vs 29,4 ± 3,7 %, respectivamente) (Fig. 16A). Así 
también, estas últimas presentaban un tamaño significativamente (P<0,05) menor que 
las tratadas con MIF (1.475,0 ± 22,5 vs 1.530 ± 8,4, respectivamente) (Fig. 16B). Estos 
hallazgos sugieren que MIF podría revertir la apoptosis de cardiomiocitos generada por la 
infección con T. cruzi. 
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Fig. 16: Regulación mediada por MIF de la apoptosis de cardiomiocitos inducida 
por T. cruzi. Cardiomiocitos murinos fueron estimulados o no con 30 ng/ml de MIF e infectados 
en una relación parásito/célula de 5:1 por 24 hs. Luego se registró el porcentaje de células 
apoptóticas por la técnica de TUNEL (A) y se midió el tamaño celular por citometría de flujo (B). 
Los valores son representativos de 3 ensayos independientes. Se expresan como el valor medio ± 
ESM. *P<0,05; MIF+Tc vs Tc. 
 
3. Entorno inflamatorio que acompaña a MIF en las distintas etapas de la 
infección con T. cruzi 
 
3.1. Expresión de mediadores inflamatorios en corazón y músculo 
esquelético de ratones infectados en etapas aguda y crónica 
 
 La fase aguda de la infección experimental se caracterizó por una importante 
expresión de mediadores proinflamatorios, tanto en corazón como en músculo 
esquelético (Figs. 17-19). Se evidenció una inducción de distintas CQ, QQ y sus 
receptores desde la primera semana post-infección (pi) hasta el final de la etapa aguda 
(28 dpi). En el corazón de los ratones infectados se observó un incremento significativo 
de transcriptos para TNF-α (Fig. 17D), CCL5 junto con su receptor CCR5, y  CXCL9 (Figs. 
18B, 19B y 18D, respectivamente) desde el día 7 pi. Sin embargo, y en concordancia con 
lo detallado por otros autores250, IFN-γ no fue inducido en el tejido cardíaco a este 
tiempo (Fig. 17B), como tampoco CXCR3, receptor de CXCL9 (Fig. 19D). En el músculo 
esquelético no se detectó ARNm de IFN-γ y TNF-α en la primera semana de infección 
(Fig. 17 A y C, respectivamente), pero en cambio sí transcriptos de CCL5 y CXCL9 (Fig. 
18A y C), como así también de sus receptores, CCR5 y CXCR3, cuya expresión aumentó 
significativamente en ese lapso (P<0,001) (Fig. 19A y C). En las muestras de las 
semanas subsiguientes se observó en ambos tejidos un incremento de la expresión de 
todos los mediadores estudiados (14 dpi), sostenido hasta el pico de parasitemia (21 
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dpi). Hacia la finalización del período agudo, la expresión de transcriptos para los 
factores proinflamatorios analizados en el tejido cardiaco aún se mantuvo en niveles 
elevados. De modo diferencial, luego de 4 semanas de infección, los ARNm para IFN-γ y 
CCR5 redujeron su expresión en el músculo esquelético hasta niveles basales, 









        
 















Fig. 17: Expresión muscular de citoquinas proinflamatorias que acompañan a 
MIF en la etapa aguda de la infección experimental. Los ratones fueron infectados con 
50 tripomastigotes de la cepa RA de T. cruzi y sacrificados a los tiempos indicados. Se tomaron 
muestras de músculo esquelético y corazón donde se verificó la expresión del ARNm de las CQ 
proinflamatorias IFN-γ (A y B) y TNF-α (C y D) respectivamente. El análisis semi-cuantitativo de la 
expresión de los ARNm corresponde a los resultados de RT-PCR. El nivel de expresión, presentado 
como el valor medio ± ESM, se define como la relación entre la señal obtenida para el transcripto 
analizado (corregido según el valor de la -actina de la misma muestra) y la señal obtenida para 
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dicho transcripto en los animales control. #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001; diferencias entre los 





























Fig. 18: Expresión muscular de quimioquinas proinflamatorias que acompañan a 
MIF en la etapa aguda de la infección experimental. Los animales fueron infectados y 
sacrificados como se mencionó en la figura anterior. Se evaluaron los niveles de expresión de 
ARNm de las QQ CCL5 (A y B) y CXCL9 (C y D) en músculo esquelético y corazón 
(respectivamente). Los gráficos indican el valor medio ± ESM. #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001; 





























































































































































































































Fig. 19: Expresión muscular de los receptores para quimioquinas 
proinflamatorias que acompañan a MIF en la etapa aguda de la infección 
experimental. Los animales fueron infectados y sacrificados como se mencionó en la figura 17. 
Se evaluaron los niveles de expresión de ARNm de CCR5 (A y B) y CXCR3 (C y D) en músculo 
esquelético y corazón. Los gráficos indican el valor medio ± ESM. #P<0,05, ##P<0,01, 
###P<0,001; diferencias entre los grupos de animales infectados y control. 
 
 Para confirmar que los distintos niveles de expresión génica observados se 
reflejaban también en una expresión diferencial de las proteínas correspondientes y su 
relevancia biológica, se llevó a cabo una evaluación inmunohistoquímica de algunos de 
estos mediadores proinflamatorios. Por ejemplo, de manera análoga a lo descrito para 
MIF (ver ítem 1.7. de Resultados), se encontraron niveles aumentados de CCL5 y su 
receptor CCR5 (Figs. 20 y 21, respectivamente) en lesiones de miocardio y músculo 
estriado causadas por la infección aguda con T. cruzi en ratones. La inmunorreactividad 
para CCL5 se detectó a los 21 dpi, tanto en miocitos (cardíacos o esqueléticos) (Fig. 20 B 
C D 
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y E, respectivamente), como en los leucocitos que infiltraban los tejidos (Fig. 20 C y E). 
En la musculatura estriada, se verificó expresión del receptor CCR5 en ambos tipos 
celulares a los 14 dpi, mientras que en miocardio la señal se localizó en el infiltrado 

























Fig. 20: Expresión muscular de la proteína de CCL5 en la etapa aguda de la 
infección experimental. El corazón – Cor- (A-C) y el músculo esquelético –ME- (D y E) fueron 
obtenidos de los animales del ensayo de las Figs. 17 a 19. Muestras de los tejidos fueron incluidas 
en parafina y estudiadas por inmunohistoquímica para la expresión de la proteína CCL5. Se 
observó una marcada inducción tanto en los miocitos (B y E, corazón y ME, respectivamente) como 
en las células infiltrantes (C). No se detectó expresión de CCL5 en las muestras de tejido cardíaco 
(A) ni en el ME (D) de ratones sin infectar. Las microfotografías son representativas de 3 
experimentos independientes. Aumento de todas las microfotografías: 40X.  
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Fig. 21: Expresión muscular de la proteína de CCR5 en la etapa aguda de la 
infección experimental. El corazón (A y B) y el músculo esquelético –ME-  (C-E) fueron 
obtenidos de los animales del ensayo de las Figs. 17 a 19. Muestras de los tejidos fueron incluidas 
en parafina y estudiadas por IHQ para la expresión de la proteína CCR5. Se observó una intensa 
inducción en los linfocitos infiltrantes en ambos tejidos (B, D y E). No se detectó expresión de 
CCR5 en las muestras de tejido cardíaco (A) ni en el ME (C) de ratones sin infectar. Las 
microfotografías son representativas de 3 experimentos independientes. Aumento de todas las 
microfotografías: 40X. 
 
 En la etapa crónica, se identificó un perfil más restringido de expresión del ARNm 
de los mediadores en estudio (Figs. 22, 23 y 24). En algunos casos, como en los de IFN-γ 
y CCL5, se registraron incrementos en los músculos infectados con respecto a los 
controles sin infectar, pero carentes de validez estadística (Figs. 22 A-B y 23 A-B, 
respectivamente). Sin embargo, en esta misma fase de la infección por T. cruzi se 
registró una inducción significativa (P<0,05) de transcriptos de CXCL9 y su receptor 
CXCR3 en miocardio (Figs. 23 D y 24 D, respectivamente), y de CCR5 en músculo 
esquelético y corazón (Fig. 24 A y B, respectivamente). 
 
A B 
D E C 
ME 
Cor 



































Fig. 22: Expresión muscular de citoquinas proinflamatorias en la etapa crónica 
de la infección experimental. Los animales fueron infectados con la cepa Sylvio de T. cruzi y 
sacrificados a los 120 dpi. El músculo esquelético y el corazón fueron extraídos y en ellos se 
estudió la expresión del ARNm de las CQ proinflamatorias IFN-γ (A y B) y TNF-α (C y D). Los 
transcriptos fueron analizados electroforéticamente. El análisis semi-cuantitativo de la expresión de 
los ARNm corresponde a los resultados de RT-PCR. El nivel de expresión es presentado como el 























































































































































































Fig. 23: Expresión muscular de quimioquinas proinflamatorias en la etapa 
crónica de la infección experimental. Los animales fueron infectados y sacrificados como 
se mencionó en la figura anterior. Se evaluaron los niveles de expresión de ARNm de CCL5 (A y B) 
y CXCL9 (C y D) en músculo esquelético y corazón. Los gráficos indican el valor medio ± ESM. 













































































































































































Fig. 24: Expresión muscular de receptores de quimioquinas proinflamatorias en 
la etapa crónica de la infección experimental. Los animales fueron infectados y 
sacrificados como se mencionó en la figura 22. Se evaluaron los niveles de expresión de 
ARNm de CCR5 (A y B) y CXCR3 (C y D) en músculo esquelético y corazón. Los gráficos 
indican el valor medio ± ESM. *P<0,05; diferencias entre los grupos de animales 
infectados y control. 
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3.2 Caracterización fenotípica de las CMSP y del infiltrado inflamatorio de 
tejido cardiaco en ratones con infección crónica 
 
 Con el objetivo de vincular la mencionada expresión del ARNm para CXCL9 y su 
receptor inducida por T. cruzi en el tejido cardiaco con los mecanismos de reclutamiento 
de leucocitos hacia el miocardio infectado, se investigó la presencia de la proteína CXCR3 
en la superficie de células del infiltrado inflamatorio y mononucleares de sangre 
periférica, con foco en la subpoblación de linfocitos T. Se observó un fuerte aumento 
(P=0,004) de la frecuencia de CMSP que expresan CXCR3 en ratones crónicamente 
infectados, respecto de aquellos sin infección (21,6 ± 5,3 % vs 4,8 ± 2,0 % 
respectivamente) (Tabla IV). La subpoblación CD8+ fue la que mayoritariamente mostró 
el receptor en superficie (13,4% vs 1,2% en animales control) (Fig. 24), mientras que el 
resto de las subpoblaciones estudiadas (CD4+ y MAC-1/CD11b+) exhibieron sólo niveles 
basales de CXCR3, comparables con los de CMSP provenientes de animales sin infectar. 
Al estudiar la relación CD8+/CD4+ en CMSP de ratones infectados, se obtuvo un valor de 
3,0, mientras que en los controles fue de 0,6 (Tabla IV).  
 
 
     CMSP 
 N (%) Infectados (%) 
CXCR3+ 4,8 ± 2,0 21,6 ± 5,3 
CD8+/CD4+ 0,6  3  
 
 
Tabla IV: Expresión del receptor CXCR3 en células mononucleares de sangre 
periférica (CMSP) de ratones crónicamente infectados y animales libres de 
infección (N). Ratones de la cepa C3H fueron infectados con la cepa Sylvio de T. cruzi y 
sacrificados a los 120 dpi. La sangre fue extraída por punción retro-orbital para aislar las 
CMSP por el método de Hystopaque® 1083. Las mismas fueron marcadas con anticuerpos 
monoclonales anti- CXCR3, CD8 y CD4 y adquiridas en un citómetro de flujo. Los valores 
se indican como la media ± ESM del % de células positivas y representan los resultados 











                 
                
                
 
Fig. 24: Expresión del receptor CXCR3 en CMSP de ratones crónicamente 
infectados y no infectados. Ratones C3H fueron infectados con la cepa Sylvio de T. cruzi, 
sacrificados a los 120 dpi y la sangre extraída fue empleada para aislar las CMSP, como se comentó 
previamente. Las mismas fueron marcadas con anticuerpos monoclonales anti- CD3, CD4, CD8, 
MAC-1 y CXCR3 y adquiridas en un citómetro de flujo. Los datos fueron analizados con el programa 
Cyflogic 1.2.1. Los valores representan los resultados de dos ensayos independientes.  
 
 Por otro lado, el análisis del infiltrado inflamatorio aislado del miocardio de ratones 
crónicamente infectados arrojó una relación CD8+/CD4+ de 3,7, con un 16,0 ± 4,2% de 
células CXCR3+ (Tabla V). Dentro del compartimento CD8+, 5,0 ± 1,9 % resultó CXCR3+, 
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superficie. Debido a que en el corazón sin infectar no se evidencia ningún infiltrado 
inflamatorio, se estudió por inmunofluorescencia la expresión de CXCR3 en el tejido 
cardiaco de ratones no infectados para descartar la eventual presencia de este receptor 
en superficie. Las muestras de corazón de ratones sin infectar no presentaron marca 
específica, mientras que en miocardio de animales con infección crónica por T. cruzi se 
observó reactividad en los linfocitos infiltrantes (Microfotografía 5), coincidiendo con lo 
hallado previamente en el infiltrado aislado.  
 
 
 Infiltrado Inflamatorio (%) 
CXCR3+ 16,0 ± 4,2 
CD8+,CXCR3+ 5,0 ± 1,9 
CD4+,CXCR3+ 1,5 ± 1,4 
 
 
Tabla V: Expresión del receptor CXCR3 en células del infiltrado inflamatorio en 
tejido cardíaco de ratones crónicamente infectados. Las muestras de corazón 
obtenidas de los ratones del ensayo anterior fueron procesadas para la extracción de los leucocitos 
infiltrantes. El tejido cardíaco fue digerido con colagenasa y hialuronidasa, y el sobrenadante de la 
digestión fue reservado para el aislamiento de las células del infiltrado mediante Hystopaque® 
1083. Los leucocitos fueron marcados con anticuerpos monoclonales anti- CXCR3, CD8 y CD4 y 
adquiridos en un citómetro de flujo. Los datos fueron analizados por el programa Cyflogic 1.2.1 y 
expresan el % de células positivas para cada marcador. Los valores se indican como la media ± 





















Microfotografía 5: Expresión del receptor CXCR3 en el miocardio de ratones 
crónicamente infectados. Muestras de tejido cardíaco del ensayo del ítem 3.2 fueron 
incluidas en parafina y empleadas para detectar la expresión de CXCR3 en la superficie de los 
leucocitos infiltrantes. Las flechas señalan tinción específica en las células del infiltrado inflamatorio 
de los animales infectados, visualizadas mediante microscopía de fluorescencia con el filtro 
adecuado (40X). Nótese la ausencia de marca en la muestra de tejido no infectado (C). Tinción 
nuclear DAPI (B y D).  
 
4. Efecto inmunomodulador del benznidazol administrado en la etapa crónica 
de la infección chagásica 
 
4.1. Expresión de MIF y parámetros histopatológicos en corazón y músculo 
esquelético luego de administrar BZ a ratones con infección prolongada 
 
 Como primera aproximación se evaluó la expresión del ARNm de MIF en corazón y 
músculo esquelético de ratones infectados con T. cruzi a los que se les administró BZ 
durante la fase crónica tardía. Las muestras de tejido cardiaco de animales infectados 
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infectados tratados con BZ, siendo esta diferencia estadísticamente significativa 
(P<0,05). Los valores determinados en este último grupo fueron similares a los 
detectados en los ratones sin infectar, tratados o no con BZ (Fig. 25A). Para corroborar 
los hallazgos resultantes del análisis de ARNm, se estudió la expresión de la proteína MIF 
en el tejido cardiaco de ratones que recibieron tratamiento parasiticida en la etapa 
crónica, comparándola con la que presentaban los animales infectados no tratados con 
BZ. En las muestras del primer grupo se observó menor intensidad en la marca específica 
de MIF que la detectada en miocardio de ratones infectados a los que no se les 
administró la droga antichagásica (Microfotografía 6, A y B). A diferencia de lo que ocurre 
en corazón, los niveles de MIF en el músculo esquelético de los animales infectados, 
tratados o no con BZ, fueron semejantes a los de las muestras de controles sin infectar 
(Fig. 25B). Se demostró también que el BZ por sí solo no es capaz de alterar la expresión 















Fig. 25: Efecto del tratamiento con BZ, administrado en etapa crónica, sobre la 
expresión del ARNm de MIF. Ratones C3H fueron infectados con la cepa Tulahuén del 
parásito (Tc); a los 90 dpi fueron tratados con 100 mg/kg de BZ durante 30 días y sacrificados a 
los 60 días luego de finalizado el tratamiento parasiticida. Se extrajeron los órganos para estudiar 
la expresión del ARNm de MIF, de idéntica forma a lo mencionado en la Fig. 17. Niveles de la CQ 
en tejido cardiaco (A) y músculo esquelético (B) de ratones crónicamente infectados y tratados o 
no con BZ en esta etapa de la enfermedad. *P<0,05; ratones infectados y tratados con BZ vs 
animales infectados que no recibieron tratamiento con la droga. N: control sin infección. 











































































































Microfotografía 6: Efecto del tratamiento con BZ, administrado en etapa crónica, 
sobre la expresión de MIF. Muestras de tejido cardíaco de los animales del ensayo anterior 
fueron evaluadas para la expresión de MIF por inmunohistoquímica. Las muestras de animales 
infectados y tratados con la droga parasiticida mostraron una menor expresión de MIF (A), 
mientras que los ratones infectados sin tratar evidenciaron una intensa inducción de la CQ (B). Las 
fotos son representativas de 3 ensayos independientes. Aumento de ambas microfotografías: 40X. 
 
 Paralelamente, se evaluaron los parámetros histopatológicos en las muestras de 
corazón de los distintos grupos experimentales. En paralelo con la disminución observada 
en la expresión de MIF en el tejido cardíaco, se observó una reducción significativa 
(P<0,05) en el índice inflamatorio de las muestras de ratones infectados y tratados con 
BZ respecto de aquellos infectados sin tratar (Fig. 26). En aquellos animales no 
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Fig. 26 (página anterior): Grado de inflamación de tejido cardiaco de ratones 
infectados y tratados con BZ en la etapa crónica de la enfermedad. Las muestras de 
corazón del ensayo anterior fueron observadas al microscopio óptico con el fin de evaluar la 
intensidad y la extensión del infiltrado inflamatorio tisular. Los valores se indican como la media ± 
ESM y representan los resultados de dos ensayos independientes. *P<0,05.  
 
4.2. Expresión de mediadores inflamatorios en CMSP y suero de pacientes 
cursando la etapa crónica temprana de la infección luego del tratamiento 
parasiticida 
 
 Se estudió la expresión de CQ proinflamatorias como IFN-γ y MIF (ARNm en CMSP 
y proteína circulante en suero) en pacientes pediátricos, antes y después del tratamiento 
parasiticida con BZ (Fig. 27A-D). Los niveles de ARNm para ambos mediadores se 
redujeron significativamente (P<0,05) 6 meses luego de finalizada la terapia contra T. 
cruzi (T0 vs T2) (Fig. 27, A y C). En coincidencia con dicha observación, la concentración 
sérica de cada una de las CQ evaluadas mostró una significativa tendencia decreciente de 
MIF (23,9 ± 5,2 ng/ml a T0 vs 19,0 ± 3,7 ng/ml a T2, P<0,05) y un descenso efectivo de 
IFN-γ (13,5 ± 6,7 pg/ml a T0 vs 5,7 ± 3,2 pg/ml a T2, P<0,05) a lo largo del 
seguimiento, reflejando una caída de 20,8 % y 57,8 % de los niveles iniciales de MIF e 
IFN-γ, respectivamente. En cambio, no se hallaron diferencias estadísticamente válidas 
entre las muestras del inicio y las inmediatas al fin del tratamiento (T0 vs T1) para la 






































































































Fig. 27: Expresión de IFN-γ y MIF en pacientes pediátricos antes y después del 
tratamiento con BZ. Las muestras de sangre de pacientes pediátricos (edad X : 12 años) 
cursando la etapa crónica indeterminada de la enfermedad fueron obtenidas para el estudio de la 
expresión del ARNm (en CMSP) y la proteína (en suero) de IFN-γ (A y B) y MIF (C y D). Las 
muestras se recolectaron a distintos tiempos: T0: antes del tratamiento; T1: al finalizar el mismo; 
T2: 6 meses luego de finalizado el tratamiento parasiticida. Los resultados se expresan como el 
valor medio. *P<0,05; **P<0,001. 
 














































































Papel de MIF en los mecanismos de respuesta inflamatoria generados en la 
etapa temprana de la infección por T. cruzi 
 
 Los macrófagos desempeñan un papel importante durante la infección por T. 
cruzi,  actuando tanto como célula hospedadora así como en su función efectora contra 
el parásito. Nuestro estudio muestra que, entre otros múltiples factores, la CQ 
proinflamatoria MIF es capaz de activar la maquinaria microbiostática/microbicida del 
macrófago que logra restringir la multiplicación de las formas intracelulares del T. 
cruzi. Es sabido que MIF tiene una participación crítica en la defensa del hospedador 
contra la infección chagásica aguda. Se demostró que ratones genéticamente 
deficientes en MIF resultan altamente susceptibles al T. cruzi, desarrollando elevados 
niveles de parasitemia y parasitismo tisular, asociados a una severa miocardiopatía y 
alta tasa de mortalidad184. Por otra parte, en la infección por Leishmania donovani el 
papel protector de MIF ha sido atribuido a su capacidad para inducir la actividad 
microbicida de macrófagos251. Nuestros datos de infección in vitro de macrófagos J774 
con T. cruzi evidencian que el tratamiento con MIF exógeno lleva, de un modo 
dependiente de la dosis y el período de estimulación, a una disminución de la carga 
parasitaria intracelular, en comparación con la hallada en los controles infectados sin 
tratar. Eventualmente, las acciones autócrinas y parácrinas del MIF secretado por los 
fagocitos infectados podrían potenciar aún más la actividad tripanocida, en vista de 
que nuestros hallazgos demuestran que el T. cruzi posee la capacidad de gatillar la 
liberación de esta CQ al invadir macrófagos murinos. Por el contrario, no se 
encontraron evidencias de actividad anti-T. cruzi dependiente de MIF en células no 
inmunes como los miocitos cardíacos. La razón de esta respuesta diferencial según el 
tipo celular analizado no surge con claridad, pero podría relacionarse con la reportada 
inducción de señales en miocardio mediadas por MIF y CD74 acoplado a la proteína 
quinasa activada por AMP, una cascada antiinflamatoria que conduce a la inhibición de 
la vía del factor de transcripción NFκB, con la consecuente reducción en la producción 
de ERO y TNF-α252-254. Verificamos también que en las células J774 la estimulación con 
MIF exógeno hace más efectiva la activación de mecanismos parasiticidas 
desencadenada por IFN-γ. Es bien conocido que al activar los macrófagos con IFN-γ, 
se produce una potente inducción del eje iNOS/NO que facilita el control de la 
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como resultado una caída significativa del número de fagocitos infectados y parásitos 
intracelulares, marcadamente por debajo del valor registrado en las muestras tratadas 
solamente con IFN-γ. Estos hallazgos concuerdan con trabajos previos que demuestran 
que la combinación con otras CQ refuerza la capacidad del IFN-γ para restringir el 
crecimiento del T. cruzi en macrófagos256,257. 
 
 Los principales mecanismos efectores involucrados en la resistencia contra la 
infección por T. cruzi son dependientes en mayor o menor medida de la activación de 
los macrófagos. En nuestro modelo in vitro, MIF contribuyó a la eliminación del 
parásito en las células J774, al inducir una mayor producción endógena de ERO, TNF-α 
y, en menor grado, NO. La capacidad de MIF para promover per se la síntesis y 
liberación de estos mediadores inflamatorios ya ha sido demostrada182,258,259. Más 
importante aún, se ha reportado que MIF induce la actividad leishmanicida de los 
fagocitos a través de un proceso dependiente de NO y TNF-α260. De manera similar, 
nuestros resultados indican que tanto ERO, como TNF-α y NO cumplen un papel 
fundamental en los mecanismos anti-T. cruzi disparados por MIF en macrófagos. Cabe 
destacar que, a diferencia de lo que ocurre con IFN-γ que promueve primariamente la 
formación de intermediarios del nitrógeno, MIF gatilla mecanismos microbicidas 
dependientes principalmente del O2. En nuestra experiencia, MIF fue capaz de inducir 
ERO a tiempos muy breves de estimulación, lo que sugiere que la pronta generación 
de radicales del O2, característicos del estallido respiratorio, sería esencial para la 
eliminación temprana de las formas intracelulares del parásito. En línea con estos 
hallazgos, otros autores informaron que macrófagos deficientes en MIF fueron 
incapaces de controlar la infección por Mycobacteria concomitantemente con una 
reducida producción de ERO, aún cuando mantenían preservada la formación de NO261. 
Sumado a la generación de ERO y NO, TNF-α demostró ser otra molécula efectora 
clave involucrada en la actividad tripanostática/tripanocida de células J774 bajo 
estímulo de MIF. El TNF-α secretado por los macrófagos juega un rol decisivo en la 
respuesta inmune contra T. cruzi mediante la inducción indirecta del eje iNOS/NO. 
Además, TNF-α actúa en forma autócrina y parácrina sobre la activación de fagocitos, 
potenciando las acciones mediadas por IFN-γ e incrementando su propia síntesis y la 
de otras CQ262. Nuestras observaciones indican que el tratamiento prolongado con MIF 
exógeno promueve una elevada producción de TNF-α en las células J774 infectadas, 
contribuyendo así a un mayor control de la proliferación del parásito. En comparación 
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y ERO, pero algo menos eficiente para estimular la liberación de NO en estas células. 
En resumen, nuestros resultados señalan que MIF es capaz de activar macrófagos por 
la vía clásica, lo que facilita la eliminación de formas intracelulares del T. cruzi 
mediante mecanismos parasiticidas en los que participan ERO, TNF-α y NO.  
 
 La inducción de la expresión muscular de MIF, observada desde el inicio (7 dpi) y 
sostenida a lo largo de la fase parasitémica de la infección chagásica experimental, 
coincide con el protagonismo atribuido a esta CQ en la resistencia temprana contra T. 
cruzi183. El incremento de MIF anticipó la inducción de otras CQ proinflamatorias, lo 
cual sugiere que en los músculos examinados estaría ubicado por encima de TNF-α e 
IFN-γ en la cascada de activación disparada por la infección parasitaria. El análisis de 
tejidos musculares claves (miocardio y músculo esquelético) afectados por la infección 
aguda reveló por primera vez la presencia de MIF en áreas de inflamación existentes 
en los mismos, localizada tanto en los miocitos como en los leucocitos infiltrantes. 
Estudios previos han descrito la expresión aumentada de MIF en fibras musculares en 
respuesta a diferentes estímulos263,264. Es factible que la liberación de este mediador 
proinflamatorio por células musculares, linfocitos T y macrófagos tisulares desde el 
comienzo de la infección constituya una forma precoz de controlar la invasión y 
multiplicación del parásito en corazón y músculo estriado a través de alguno/s de los 
mecanismos parasiticidas detallados anteriormente.  
 
 Más allá de su función defensiva, encontramos que la producción local 
exacerbada de MIF también puede asociarse con un estado de inflamación muscular y 
rabdomiólisis existente durante la etapa inicial de la infección en ratones. Los miocitos 
se involucran activamente en el reclutamiento de células mononucleares desde el 
torrente sanguíneo hacia corazón y músculo esquelético, y establecen diversas 
interacciones con los leucocitos infiltrantes. A partir de esa conjunción se induce la 
síntesis y liberación de múltiples CQ y QQ, lo cual contribuye a crear condiciones para 
la inflamación persistente265. Muchos de estos mediadores musculares resultan 
determinantes para contener la infección; sin embargo, el parásito es capaz de 
desregular la respuesta protectora del hospedador, impulsando la patología 
inflamatoria tisular206. Así, desde los primeros momentos en el curso de la infección 
comienza un proceso proinflamatorio que, dependiendo de su magnitud, puede 
contribuir significativamente al establecimiento del infiltrado leucocitario en tejido 




106 | P á g i n a  
 
de infección aguda encontramos, acompañando el incremento en los niveles de MIF, un 
aumento de CQ y QQ proinflamatorias y sus receptores, con ligeras variaciones en su 
cinética de expresión en corazón y músculo estriado. Se detectó una inducción 
progresiva de TNF-α, IFN-γ, CCL5/CCR5 y CXCL9/CXCR3, en paralelo con la severidad 
de la carga parasitaria y de la miopatía inflamatoria. Las QQ inducidas principalmente 
por IFN-γ, así como sus receptores, cumplen un rol destacado en el control de la 
infección reciente, aunque también han sido relacionadas con la injuria inflamatoria 
muscular86,265. Un análisis detallado de los focos de inflamación aguda en distintos 
músculos de ratones infectados nos permitió distinguir los tipos celulares que 
expresaban algunos de estos mediadores. Particularmente, encontramos una alta 
expresión de CCL5/CCR5 tanto en las miofibras como en los leucocitos que migraban al 
tejido muscular cardíaco y esquelético, excepto en el caso de CCR5 en corazón cuya 
localización estaba restringida fundamentalmente al infiltrado inflamatorio. En 
coincidencia con esta observación, estudios previos han identificado una fracción 
importante de células T CD8+ con este receptor de QQ en su superficie, localizadas en 
las lesiones inflamatorias de miocardio provocadas por la infección con T. cruzi228.    
 
 En lo relativo a la infección humana temprana, hemos encontrado niveles séricos 
elevados de MIF en un grupo de niños en sus primeros meses de vida, infectados por 
vía congénita. Al igual que en el modelo murino, esta producción incrementada de MIF 
forma parte de la respuesta inmune madura contra el parásito que presenta el neonato 
y podría asociarse con un mecanismo defensivo precoz. Son escasos los estudios 
acerca del perfil de CQ inducido en pacientes pediátricos con infección reciente por T. 
cruzi. En niños con Chagas agudo, Samudio y col.267 encontraron una expresión 
aumentada de ARNm para IFN-γ, IL-2 e IL-10 en CMSP, mientras que Moretti y col.268 
detectaron un aumento, aunque sin validez estadística, de los niveles circulantes de 
TNF-α e IL-6, junto con un incremento significativo del receptor soluble para IL-2 en 
suero. Además, en neonatos con infección congénita por T. cruzi se ha reportado una 
concentración sérica de TNF-α inferior a la determinada en recién nacidos no infectados 
y una tendencia a polarizar la repuesta inmune hacia el patrón proinflamatorio, con 
producción de IFN-γ269,270. Nuestras observaciones constituyen el primer reporte 
acerca de la inducción de MIF durante la fase inicial de la infección humana por T. 
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Papel de MIF en los mecanismos de respuesta inflamatoria generados a lo 
largo de la etapa crónica de la infección con T. cruzi  
 
 Como se ha señalado anteriormente, la expresión de mediadores inflamatorios en 
la etapa aguda es necesaria para el control de la infección parasitaria. Sin embargo, su 
inducción sostenida, finalizada esta etapa, puede resultar patogénica. La persistencia 
del parásito en el hospedador abre la posibilidad de alterar los procesos que regulan la 
respuesta defensiva original. Así, al progresar el período crónico, la ocurrencia de un 
desbalance entre la inmunidad que contiene el avance del parásito y la reacción 
inflamatoria capaz de provocar daño tisular puede determinar el curso agravado de la 
infección chagásica.  
 
 MIF es considerado un mediador crítico en la inmunidad precoz frente a distintas 
infecciones por protozoos parásitos183. Como ya se ha observado para otras CQ que 
juegan un rol dual durante el curso de la infección186, la inducción de MIF también 
aparece asociada a la fisiopatología de enfermedades parasitarias en humanos, tales 
como malaria cerebral y leishmaniasis visceral188,190. En nuestro estudio, desde el inicio 
de la etapa indeterminada hallamos valores aumentados de ARNm y proteína de MIF 
en CMSP y suero, respectivamente, de pacientes pediátricos seropositivos para T. 
cruzi. Esta población también presentó otra CQ proinflamatoria emblemática como IFN-
γ en niveles incrementados, los que han sido asociados tanto con el éxito terapéutico 
frente a la infección reciente, como con un peor pronóstico en pacientes chagásicos 
crónicos274. Esta aparente paradoja pone de manifiesto la importancia de la diferencia 
temporal en la expresión de los factores proinflamatorios, fundamentales para la 
resistencia en la etapa aguda pero que a largo plazo pueden ser perjudiciales para el 
hospedador. Nuestro grupo de pacientes con infección prolongada y miocardiopatía 
severa por T. cruzi también presentó alto nivel de MIF en suero, significativamente 
superior al hallado en los pacientes adultos con Chagas crónico sin patología cardiaca 
evidente. En este caso, nuevamente se vuelve relevante la temporalidad de la 
expresión de MIF. En los primeros estadios de la etapa indeterminada, los elevados 
niveles de esta CQ podrían ser consecuencia del proceso inflamatorio generado 
precozmente en respuesta a la infección y que resulta esencial para la resistencia 
frente al parásito. En la etapa crónica asintomática, en cambio, especulamos que la 
limitada inducción de este factor reflejaría un compromiso leve o prácticamente 
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relacionada con una respuesta inmune específica más eficiente y mejor regulada, que 
resulta en una reducida carga parasitaria, bajo grado de inflamación en miocardio y 
ausencia de anomalías en la microvasculatura, por lo cual las complicaciones clínicas 
difícilmente puedan ponerse en evidencia. A diferencia de ello, en los pacientes 
sintomáticos con patología inflamatoria severa consideramos válido plantear una 
asociación entre los valores incrementados de MIF y la gravedad de la miocardiopatía 
observada. Apoyando esta hipótesis, hallamos correlaciones significativas entre la 
concentración de esta CQ en circulación y parámetros ecocardiográficos 
representativos de daño cardiaco característicos de la enfermedad de Chagas, como el 
aumento de los diámetros DVI, DVD, AI y de aorta18. La correlación positiva con los 
valores séricos de PCR-AS, otro indicador vinculado con patología inflamatoria 
chagásica275, permite proponer a MIF como candidato a ser evaluado en la búsqueda 
por definir un perfil de biomarcadores que reflejen la severidad de la injuria del tejido 
cardíaco en pacientes con infección crónica276. La dilatación ventricular izquierda es 
uno de los principales síntomas en los pacientes con Chagas crónico que presentan 
insuficiencia cardíaca de pronóstico desfavorable, mientras que un marcado aumento 
del nivel de PCR-AS circulante ha sido detectado en las formas más comprometidas de 
miocardiopatía chagásica humana13,214,248,249. Aún cuando la elevación del nivel de MIF 
no esté relacionada exclusivamente con Chagas, su valoración podría complementarse 
con la determinación de otros mediadores inflamatorios en el intento por identificar 
aquellos casos bajo riesgo de evolucionar hacia estadios avanzados de disfunción 
cardíaca causada por T. cruzi. 
 
El estudio en el modelo murino de Chagas crónico aporta información valiosa 
para relacionar el grado de histopatología cardiovascular con la expresión local de MIF. 
Más allá de las limitaciones naturales de los diferentes modelos experimentales de 
infección por T. cruzi, existe consenso acerca de la razonable correlación observada 
entre la patología animal y la humana277-279. En nuestra experiencia, hallamos una 
marcada expresión de MIF, tanto en cardiomiocitos como en el infiltrado inflamatorio, 
en el modelo murino utilizado para reproducir la etapa severa de la enfermedad de 
Chagas crónica humana. Estudios previos han revelado que el miocardio es una 
importante fuente de producción de MIF y que la injuria cardíaca induce la expresión 
de esta CQ en cardiomiocitos280,281. Dicha inducción fue notoriamente atenuada en el 
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la hipótesis planteada acerca de la asociación entre incremento progresivo de la 
expresión de MIF, daño inflamatorio y miocardiopatía chagásica crónica. 
 
 Como hemos demostrado mediante experimentos in vitro, MIF podría contribuir 
al daño cardiovascular estimulando la secreción de CQ proinflamatorias y ERO desde 
los leucocitos infiltrantes. En el contexto de la infección por T. cruzi, la actividad de MIF 
sería capaz de potenciar la liberación de TNF-α a partir de los macrófagos que 
constituyen una porción considerable del infiltrado inflamatorio en miocardio257. En 
línea con esta posibilidad, se ha verificado una sobreexpresión de TNF-α en lesiones 
cardíacas asociadas con la progresión de la miocarditis chagásica227,282. Además, MIF 
podría incrementar la generación de ERO en los fagocitos, probablemente a través de 
un mecanismo dependiente de NADPH oxidasa182. Es cada vez mayor la evidencia 
acerca de la contribución del estrés oxidativo prolongado a la evolución desfavorable 
de la miocardiopatía chagásica115. La producción de ERO por células del corazón y/o del 
infiltrado inflamatorio, puede originar carbonilación de proteínas, lipoperoxidación en 
membranas y alteración del ADN en tejidos cardiovasculares, lo cual provoca el 
desequilibrio oxidante/anti-oxidante y la disfunción mitocondrial que favorecen el 
desarrollo de daño muscular cardíaco283,284. En conjunto, nuestros hallazgos apuntan a 
que, durante la infección crónica por T. cruzi, MIF actuaría como un agente de injuria 
inflamatoria en miocardio fundamentalmente por medio del reclutamiento progresivo y 
la activación sostenida de células mononucleares. 
 
 MIF ha sido descripto como un mediador clave en el influjo de 
monocitos/macrófagos y células T, así como en el arresto de leucocitos en los tejidos 
inflamados285. Teniendo en cuenta su actividad quimiotáctica, parece razonable estimar 
que una producción local elevada de esta CQ proinflamatoria puede ser -al menos en 
parte- responsable del tráfico leucocitario hacia el corazón a lo largo de la infección con 
T. cruzi. Ya hemos señalado que la mayor expresión local de MIF en ratones con 
miocardiopatía chagásica severa se detectó en el tejido cardiaco que presentaba un 
importante infiltrado inflamatorio. En coincidencia con estudios previos86,286,287, el 
análisis fenotípico de los infiltrados aislados del miocardio de estos animales reveló un 
predominio de linfocitos T CD8+, y en menor medida T CD4+, acompañado por una 
subpoblación numerosa de leucocitos que expresaban CD11b en su superficie. A estos 
últimos probablemente corresponda caracterizarlos como monocitos/macrófagos, ya 
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estadio de la infección chagásica murina86. Sin embargo, se ha descrito que las células 
supresoras derivadas de linaje mieloide, con un fenotipo CD11b+Gr1+, también pueden 
infiltrar tejidos cardíacos en ratones infectados con T. cruzi288. En relación con esto, 
cabe destacar que MIF es capaz de aumentar la prevalencia y promover la 
diferenciación de una subpoblación de este tipo celular con marcada actividad 
inmunosupresora289. 
 
 El análisis del infiltrado inflamatorio establecido en miocardio de ratones con 
infección crónica mostró además que una fracción de la subpoblación predominante T 
CD8+ co-expresaba el receptor CXCR3 en su membrana celular. En concordancia, se 
halló en estos animales ese mismo patrón de expresión en una porción de células 
mononucleares circulantes. Un incremento en los niveles de CXCL9 en los tejidos 
cardíacos podría funcionar entonces como una señal de reclutamiento selectivo y 
activación proinflamatoria para esas células T CD8+ CXCR3+. En apoyo de esta 
hipótesis, la interacción CXCL9/CXCR3 ha sido postulada previamente como un 
mecanismo importante para el desarrollo y la intensificación del daño cardiovascular 
ocasionado por la infección prolongada con T. cruzi207,219,222. En el mismo sentido, la 
expresión aumentada del receptor CCR5 observada en corazón y musculatura estriada 
de ratones con Chagas crónico también podría asociarse a la patogénesis inflamatoria 
promovida por el parásito en estos tejidos218,290.  
 
 Además de actuar como mediador inflamatorio, MIF podría por otro lado 
contribuir a preservar las células del músculo cardíaco protegiéndolas de la apoptosis 
resultante de la interacción con el parásito y favorecer así el establecimiento de una 
infección por T. cruzi a largo plazo en miocardio. Como parte de la teoría patogénica 
multifactorial, se ha incluido a la apoptosis de cardiomiocitos en la nómina de los 
numerosos mecanismos que intervienen en la generación y progresión de la 
miocardiopatía chagásica crónica291. A partir de la infección de miocitos cardíacos con 
T. cruzi, la respuesta pro- o anti-apoptótica parece variar en función de las 
características genéticas y fenotípicas del tipo celular hospedador y de la cepa de 
parásito infectante292. Se ha observado que la expresión génica asociada con la 
regulación a favor o en contra de la apoptosis de la célula parasitada es pasible de ser 
modulada en forma diferencial durante la interacción T. cruzi-cardiomiocito, 
conduciendo a un equilibrio entre la sobrevida y la muerte celular en el curso del 
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que T. cruzi primariamente es capaz de inducir per se apoptosis en esta línea celular, 
reflejada en un marcado encogimiento de las células infectadas y un mayor grado de 
fragmentación de su ADN. Este efecto pro-apoptosis de miofibras cardíacas gatillado 
por el parásito está en concordancia con lo reportado por otros investigadores, tanto in 
vitro como in vivo176,291,293-295. Con interés verificamos que el tratamiento con MIF 
exógeno, de modo análogo a lo descrito para α-2-macroglobulina296, permite inhibir en 
forma significativa la muerte programada de cardiomiocitos como consecuencia de la 
infección por T. cruzi. Este efecto no debe atribuirse a una actividad parasiticida de MIF 
ya que, como se ha señalado más arriba, la misma no se hace evidente en miocitos 
cardíacos. Resulta habitual que ciertos mediadores inmunes promuevan eventos 
celulares tanto a favor como en detrimento de la apoptosis, en función de la naturaleza 
y estado de activación de la célula, así como del contexto fisiológico297. Con respecto a 
MIF, en distintos tipos celulares se lo ha asociado tanto con la inducción como, más 
frecuentemente, con la inhibición de apoptosis (en este caso por interferencia de p53, 
Bim y factores de estrés oxidativo)298-301. En lo relativo a la miocarditis chagásica, cabe 
especular que la liberación de MIF por acción del T. cruzi sobre los leucocitos que 
infiltran el corazón, favorecería la actividad anti-apoptótica de la CQ sobre 
cardiomiocitos y podría considerarse como un mecanismo compensatorio del efecto 
pro-apoptótico que el parásito es capaz de generar al invadir la fibra muscular 
cardíaca. Esto responde a una estrategia compartida por muchos patógenos 
intracelulares que redireccionan los circuitos apoptóticos de la célula hospedadora en 
procura de su propia supervivencia y/o diseminación dentro del organismo infectado, 
mientras que paralelamente buscan persistir en un tejido clave y limitar el daño 
histopatológico en el sitio de infección302,303. 
 
 También buscamos evaluar si el tratamiento etiológico con BZ provoca algún 
impacto sobre los niveles de expresión de CQ proinflamatorias, incluyendo MIF. Se ha 
reportado que, más allá de su actividad parasiticida directa, BZ es capaz de ejercer un 
efecto regulatorio sobre la respuesta inmune del individuo infectado49. Por otra parte, 
en la infección con VIH se ha comprobado que el tratamiento antirretroviral logra 
revertir el incremento en los niveles de MIF asociado con la inmunopatogénesis273. En 
nuestra serie, al analizar muestras de células mononucleares circulantes y suero de 
pacientes pediátricos, obtenidas antes y después del tratamiento parasiticida con BZ, 
registramos una significativa tendencia decreciente para MIF y un descenso efectivo de 




112 | P á g i n a  
 
negativa de distintos mediadores inmunes (células T productoras de IFN-γ; indolamina 
2,3-dioxigenasa; CQ, P-selectina y VCAM-1 solubles) en respuesta al BZ, verificada en 
pacientes que cursan la etapa indeterminada de la infección chagásica304-306. Además, 
teniendo en cuenta la actual tendencia a la administración de tratamiento etiológico a 
pacientes que llevan tiempo prolongado de infección con T. cruzi307, evaluamos si la 
terapéutica con BZ durante la fase crónica de Chagas era capaz de modular la 
inducción de MIF. A través de un modelo experimental en ratón, encontramos que los 
animales crónicamente infectados que recibían el derivado nitroimidazólico 
presentaban una marcada disminución del índice inflamatorio y menor expresión de 
MIF en miocardio que aquellos infectados a los que no se les administraba la droga 
antichagásica. En conjunto, nuestros resultados indican que la reducción de los niveles 
de MIF sería otra de las consecuencias beneficiosas del efecto inmunorregulador del 
BZ, contribuyendo de esta forma a limitar una respuesta inflamatoria exacerbada en el 




















 MIF es una CQ proinflamatoria cuya expresión promovida por el parásito se 
verifica tempranamente en el curso de la infección con T. cruzi. 
 
 Durante la fase aguda, MIF es capaz de desempeñar un importante papel en la 
resistencia, potenciando la actividad parasiticida en los macrófagos, tanto per se 
como de modo sinérgico con IFN-. 
 
 MIF es capaz de activar macrófagos para favorecer la eliminación de formas 
intracelulares del T. cruzi mediante mecanismos en los que participan ERO, TNF-α 
y NO.  
 
 MIF se expresa en áreas de inflamación en tejidos musculares claves (miocardio 
y músculo esquelético) afectados por la infección reciente, tanto en las miofibras 
como en los leucocitos infiltrantes.  
 
 Este incremento temprano de MIF muscular se localiza en un contexto 
inflamatorio caracterizado por un aumento generalizado en la expresión de CQ, 
QQ y RQQ, en paralelo con la severidad de la carga parasitaria y de la injuria 
tisular. 
 
 Los pacientes pediátricos neonatos infectados por vía transplacentaria presentan 
altos niveles de MIF circulante que podrían formar parte de un mecanismo 
defensivo precoz frente al T. cruzi. 
 
 El perfil de respuesta inflamatoria inicialmente necesaria para controlar la 
infección puede resultar perjudicial en caso de sostenerse su inducción a largo 
plazo; tal es lo que ocurre con MIF en pacientes crónicos con miocardiopatía 
chagásica severa. 
 
 En dicho grupo encontramos correlaciones positivas entre la concentración sérica 
de MIF y parámetros ecocardiográficos y de laboratorio representativos de la 
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 En coincidencia con esto, la expresión de MIF en miocardio de ratones con 
miocarditis crónica avanzada fue significativamente mayor que la observada en 
animales con infección crónica indeterminada. 
 
 El incremento sostenido de MIF podría ser un factor patogénico en la etapa 
crónica de infección, contribuyendo al daño en corazón y musculatura esquelética 
mediante el reclutamiento y activación de células mononucleares productoras de 
CQ proinflamatorias y ERO. 
 
 En ratones con infección crónica, se registró una inducción del RQQ CXCR3 en 
CMSP. El hallazgo de una fracción de la subpoblación T CD8+, predominante en el 
infiltrado inflamatorio crónico en miocardio de animales infectados, que co-
expresa dicho receptor en su superficie sugiere que al menos algunas de estas 
células pueden migrar al tejido cardíaco. 
 
 Además de actuar como mediador inflamatorio, MIF podría por otro lado 
contribuir a preservar las células del músculo cardíaco protegiéndolas de la 
apoptosis resultante de la interacción con el parásito y favorecer así el 
establecimiento de una infección por T. cruzi a largo plazo en miocardio. 
    
 El BZ, administrado en la etapa crónica, podría modular negativamente la 
expresión de MIF, ayudando a limitar una respuesta inflamatoria exacerbada en 
el hospedador y la injuria en órganos claves del hospedador. 
 
 En vista de nuestros resultados, concluimos que MIF es un factor importante para 
el control del parásito en el período inicial de la infección, pero de persistir su inducción 
durante la etapa crónica podría convertirse en un mediador inflamatorio que puede 
participar de mecanismos inmunopatogénicos que aporten a la progresiva disfunción 
cardíaca generada por T. cruzi. El tratamiento etiológico con benznidazol durante la 
infección crónica sería capaz de ejercer un efecto inmunomodulador sobre MIF, de 
modo de mantener bajo control su potencial patogénico. En conjunto, estas 
observaciones contribuyen a esclarecer los elementos involucrados en la patogénesis 
de la miocardiopatía chagásica y podrían ser útiles en el diseño de terapias novedosas 
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INFORMACION y CONSENTIMIENTO ESCRITO 
 
Estudio de la infección de Chagas en mujeres embarazadas y sus recién nacidos. 
Evaluación de mediadores inmunológicos como posibles marcadores de 
respuesta inflamatoria efectiva contra Trypanosoma cruzi. 
 
Investigadores responsables:    
 
Dr. Jaime M. Altcheh, médico pediatra del Servicio de Parasitología-Chagas del Hospital 
de Niños R. Gutiérrez, miembro de la Carrera de Investigador Municipal, Gob. Ciudad de 
Bs.As 
 





Nombre y Apellido del Paciente......................................................................... 
 




Tipo y Nº de Documento.................................................... 
 
Domicilio…………………………………………………………………..…  Teléfono………………………………. 
 
Nº de identificación:.................................. 
 
Descripción del Procedimiento 
 
Su doctor ha confirmado que usted es portadora del Mal de Chagas. Se sabe que hasta 7 
de cada 100 madres con Mal de Chagas pueden transmitir la infección a sus hijos recién 
nacidos, causándoles Chagas congénito. Siendo Ud portadora del Mal de Chagas, corre el 
riesgo de dar a luz un hijo con Chagas congénito. 
 
Este trabajo de investigación ha sido planificado con el objeto de buscar aquellas 
características del parásito que causa la enfermedad, que puedan ayudar a predecir el 
riesgo de transmisión congénita. Además, queremos investigar sobre una molécula 
inflamatoria (el factor de inhibición de la migración de macrófagos, MIF) que pueda servir 
como indicador precoz del tipo de defensas con las que el bebé responde a la infección. 
En consecuencia, invitamos a mujeres embarazadas con Mal de Chagas a participar en 
este estudio. 
 
Su participación permitirá conocer mejor cómo se comporta esta enfermedad durante el 
embarazo y en los recién nacidos y, en estos últimos, poder hallar un marcador que 
refleje su capacidad de responder a la infección de manera rápida y efectiva. Esto 
permitirá tomar las mejores medidas preventivas en el futuro. 
 
Además del seguimiento de rutina durante el embarazo, los controles médicos y los 
estudios de laboratorio se recolectarán muestras de sangre de la siguiente manera: 
 
 una cantidad de sangre equivalente a dos cucharadas de té se le tomarán cada 6 
semanas durante el embarazo para analizar la evolución de su infección mediante 
a) una prueba que detecta cantidades mínimas del parásito que causa la 
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cadena de la polimerasa) y b) estudios de anticuerpos. La cantidad de sangre 
recolectada no afecta su salud ni la de su bebé. 
 
 En el parto se tomarán muestras de placenta para analizar la presencia de 
parásitos. 
 
 Dentro de las 72 hs del nacimiento, se recolectarán unas gotas de sangre del 
brazo del recién nacido para saber si adquirió la infección durante el embarazo y 
para el estudio del marcador inmunológico MIF. Este estudio se les hace a todos 
los niños nacidos de madre con enfermedad de Chagas. Además, se tomará una 
pequeña muestra extra de sangre (un cuarto de cucharada de té) para otros 
estudios (PCR) como se le hicieron a usted. Esta cantidad de sangre no afecta la 
salud de su bebé. Esta será la última vez que se pinchará a su bebé. 
 
 
Si el niño se encuentra infectado se le indicará el tratamiento usual con benznidazol, 
durante dos meses. La droga ha sido aprobada por el Ministerio de Salud Pública desde 
1973. La medicación será provista por el Laboratorio de Parasitología del Hospital de 
Niños Ricardo Gutiérrez de la Ciudad de Buenos Aires (Servicio de Neonatología - 
Pediatría de este Hospital) sin cargo alguno y se le entregará en este hospital. Si usted o 
su bebé sienten alguna molestia, por favor concurran al hospital donde el doctor decidirá 
si el niño puede continuar o no el tratamiento. 
 
Debe saber que la cantidad de sangre extraída no provoca ningún inconveniente pero en 
algunos casos se puede producir un hematoma o resultar algo molesto. Todas las 
muestras tomadas durante este estudio serán conservadas en el Laboratorio de Biología 
Molecular de la Enfermedad de Chagas del INGEBI, CONICET, Buenos Aires. Las 
muestras serán etiquetadas con un código, de tal forma que su origen no pueda ser 
rastreado por ninguna persona ajena al estudio, esto quiere decir que de ninguna manera 
personas ajenas al estudio podrán saber que esas muestras de sangre son suyas o de su 
bebé. Al ingresar al estudio, usted tendrá un seguimiento más frecuente que los que 
reciben habitualmente los pacientes con Enfermedad de Chagas. 
 
Su identidad será reservada como confidencial, sus datos y los de su bebé serán 
protegidos por la Ley 25326 de Protección de datos Personales y se respetarán las 
normativas éticas locales e internacionales vigentes. Los resultados del estudio podrán 
ser publicados con fines científicos sin dar a conocer su nombre ni el de su bebé o incluir 
ninguna referencia que pueda identificarlos Serán identificados solo con codificación por 
número y letras. 
 
Se lo atenderá sin costo alguno. No recibirá pago alguno por participar en este programa. 
 
Su participación en este estudio es voluntaria. Puede decidir no participar o retirarse en 
cualquier momento, sin penalidad ni perdida de los beneficios para usted y su bebé de 
recibir el seguimiento y tratamiento adecuado. A su vez, su doctor puede retirarlo del 
estudio si lo considera conveniente 
 
Si usted tiene alguna pregunta referente a este estudio puede comunicarse con: 
Contacto INGEBI Dr. Alejandro Schijman – Bioq. Margarita Bisio TE 4783-2871 int 21. 
Contacto Htal Ricardo Gutiérrez Dr Jaime Altcheh TE 4963-4122. 
 
Consentimiento 
He leído ó se me ha leído el propósito, procedimiento, riesgos y beneficios de participar 
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Se me ha dado la oportunidad de preguntar y he recibido las respuestas adecuadas. Yo 
libremente consiento participar en este estudio y acepto que mi hijo participe 
entendiendo que tengo el derecho de retirarme y/o retirar a mi hijo en cualquier 
momento sin vernos afectados en nuestro cuidado médico de este momento o posterior. 
 
Firmando este formulario, consiento que los datos recolectados sobre mí y mi hijo 
estarán disponibles para el comité de ética del Hospital o los entes reguladores oficiales, 
si así lo requirieran. 
 




Nombre del paciente                                 Fecha                                   Firma: 
______________________________  ____/____/____ (día/mes/año) 
 
No de identificación_____________ 
 
Nombre del Testigo                                   Fecha                                  Firma: 
______________________________ ____/____/____ (día/mes/año) 
 
Nombre del Investigador                           Fecha                                   Firma: 
______________________________ ____/____/____ (día/mes/año) 
 
 
INFORMACION y CONSENTIMIENTO ESCRITO 
 
– Almacenamiento de muestras - 





Nombre y Apellido del paciente......................................................................... 
 




Tipo y Nº de Documento.................................................... 
 
Domicilio………………………………………………      Teléfono………………………………… 
 
Nº de identificación:.................................. 
 
Si quedara algún sobrante en sus muestras y las de su hijo después de realizados los 
análisis mencionados en el consentimiento informado que usted firmó, nos gustaría pedir 
su permiso para almacenarlas y usarlas en estudios futuros relacionados con la 
Enfermedad de Chagas durante cinco años posteriores a la firma de este consentimiento. 
Las muestras serán almacenadas en el Laboratorio de Biología Molecular de la 
Enfermedad de Chagas del INGEBI, CONICET, Buenos Aires y etiquetadas de tal forma 
que su origen no pueda ser rastreado por ninguna persona ajena al estudio. 
 










Firmando este formulario, consiento que las muestras clínicas recolectadas para el 
estudio arriba mencionado sean almacenadas y puedan ser usadas en estudios futuros 
hasta 5 años posteriores a la firma de este consentimiento. 
 
Los datos recolectados sobre mí y mi hijo estarán disponibles para el comité de ética del 
Hospital o los entes reguladores oficiales, si así lo requirieran. 
 
Luego de firmar, recibiré una copia del formulario y otra se incorporará a mi historia 
clínica. 
 
Nombre del paciente                             Fecha                                         Firma: 
______________________________ ____/____/____ (día/mes/año) 
 
No de identificación_____________ 
 
 
Nombre del Testigo                                Fecha                                             Firma: 
______________________________ ____/____/____ (día/mes/año) 
 
 
Nombre del Investigador                       Fecha                                              Firma: 
______________________________ ____/____/____ (día/mes/año) 
 
 
1 FICHA PERSONAL MADRE 
 
 
PACIENTE: ______________________________ HC:_________ HC Gral.: _________ 
 
FECHA DE NACIMIENTO: __________________  EDAD: __________ 
 
PROCEDENCIA (país, ciudad): ______________________________________ 
 
TRANSFUSIONES:     si     no 
 
PERMANENCIA O VIAJES A AREA ENDÉMICA:_________________________________ 
 







Recibió tratamiento para Chagas:   si    no         Fecha__________________ 
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2 FICHA DEL BEBÉ (Marcadores inmunológicos) 
 
NOMBRE DE LA MADRE: __________________________________________ 
 
HC: ________________  
 
NOMBRE DEL BEBÉ: _______________________________________ 
 
FECHA DE NACIMIENTO: __________________  MICROHEMATOCRITO:__________ 
 




GESTACIÓN EN CURSO: FUM: ____________________            FPP:______________ 
 
Muestra 1                                                             Muestra 4 
Fecha ___________                                              Fecha ___________ 
Semana de gest. ________                                   Semana de gest. __________ 
 
Muestra 2                                                             Muestra 5 
Fecha _________                                                  Fecha __________ 
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Marcadores inmunológicos en pacientes pediátricos con enfermedad de Chagas 
tratados con benznidazol: evaluación de su potencial como criterio de eficacia 
terapéutica o prognosis.                 
 
Fecha……………. 
Investigadores responsables:    
 
Dra. Patricia B. Petray, Investigadora Adjunta, miembro de la Carrera de Investigador del 
CONICET, Hospital de Niños Ricardo Gutiérrez. 
 
Dr. Jaime M. Altcheh, médico pediatra del Servicio de Parasitología-Chagas del Hospital 
de Niños R. Gutiérrez, miembro de la Carrera de Investigador Municipal, Gob. Ciudad de 
Bs.As 
 
Organización: Servicio de Parasitología y Chagas. Hospital de Niños R. Gutiérrez 
 
Nosotros somos médicos que atendemos pacientes y trabajamos en el estudio y 
tratamiento de la enfermedad de Chagas tanto en niños como en adultos. 
 
Objetivo: 
Descubrir nuevos métodos para seguir el tratamiento de niños/as con enfermedad de 




Para saber si su hijo/a tiene enfermedad de Chagas se le extraerá una muestra de 
sangre (una cuchara de postre). Esta infección se produce por un parásito que vive en la 
sangre llamado Trypanosoma cruzi. Como nosotros estamos buscando unas sustancias 
que miden inflamación por la enfermedad, queríamos pedirle que en la misma extracción 
de sangre, le podamos tomar una pequeña cantidad de sangre extra (en total sería como 
una cuchara de sopa).       
                           
En esto hay dos posibilidades: si su hijo/a  tiene la enfermedad de Chagas la cual ha 
podido ser adquirida por la picadura de la vinchuca, durante el embarazo o por una 
transfusión de sangre, recibirá tratamiento. Si no, su hijo/a formará parte del grupo 
control y no se le realizarán nuevas extracciones. 
 
Si su hijo/a tiene la enfermedad, Ud. va a iniciar el tratamiento habitual de su niño/a con 
un medicamento llamado benznidazol. Este tratamiento durará 2 meses y por lo general 
casi seguramente su niño/a se curará. Este medicamento está aprobado por el Ministerio 
de Salud Pública y se utiliza desde el año 1973. Es importante que usted sepa que este 
medicamento es bien tolerado a la dosis con la cual vamos a tratar a su niño/a. Sin 
embargo, algunas veces, puede producir náuseas, dolor de cabeza, mareos, cansancio y 
trastornos digestivos que pueden aparecer al comienzo del tratamiento. En el curso de la 
primera o segunda semana de tratamiento pueden aparecer reacciones en la piel como 
pueden ser enrojecimiento, picazón, ronchas. A partir de los 30 días, pueden 
manifestarse dolores o molestias en brazos y piernas. Si estas molestias fueran intensas 
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y se acompañan de fiebre y manchas, concurra inmediatamente al hospital. El doctor 
decidirá si el niño/a puede continuar o suspender el tratamiento. 
Se han observado manifestaciones en la sangre con disminución de los glóbulos blancos 
y plaquetas. El tratamiento de su niño y la medicación será realizada por nosotros en 
forma gratuita como parte de la atención habitual del paciente con enfermedad de 
Chagas.  
 
Para saber si está curado, se realizarán controles médicos y exámenes de sangre durante 
y luego de terminado el tratamiento. Se dice que su niño/a está curado cuando los 
estudios de sangre (anticuerpos) son negativos; esto suele observarse luego de varios 
años.  
Este estudio se hará para buscar nuevas sustancias en la sangre que muestran 
inflamación por la enfermedad de Chagas. Si estas sustancias se van luego de recibir el 
tratamiento, podríamos decir que el tratamiento sirvió. 
Por lo tanto, nosotros estamos invitando a todos los niños con la enfermedad de Chagas 
para que nos permita usar su sangre en un estudio donde se verifiquen esos nuevas 
sustancias que permitirán mejorar el conocimiento sobre la enfermedad de Chagas y la 
atención de los niños y adultos con esta enfermedad. 
 
La decisión de que su niño/a participe o no en este estudio de ningún modo afectará la 
calidad y el cuidado que le daremos a su niño/a durante el tratamiento.  
 
La participación en este estudio que durará 6 meses no agregará visitas, ni extracciones 
de sangre adicionales a la que recibe cualquier niño/a que esté en tratamiento para esta 
enfermedad.  
 
Para su información los controles médicos y los estudios de laboratorio (Extracción de 
sangre) se realizan habitualmente con todos nuestros pacientes es el siguiente:  
 
a) durante el tratamiento que dura 2 meses: visitas a los 7, a los 30 y a los 60 días.  
 
b) después de finalizado el tratamiento: cada 3 meses el primer año y luego cada 6 
meses hasta completar 3 años.  
 
Durante este estudio, se le solicitará que además de las extracciones de sangre 
(equivalente a una cucharada de postre) que normalmente se hacen en las visitas a los 
7, a los 30 y a los 60 días,  se le extraiga el equivalente de una cucharada sopera previa 
al tratamiento, a los 60 días (fin del tratamiento) y a los 6 meses. 
 
Con esta sangre extra nosotros haremos el estudio nuevo para buscar esas sustancias 
que nos indicarían si el tratamiento sirvió. La sangre será guardada en una heladera 
durante 20 años en el Servicio de Parasitología y Chagas del Hospital de Niños R. 
Gutiérrez en Buenos Aires, a los fines de este estudio. 
 
Por otro lado debe saber que la cantidad de sangre extraída no provoca ningún 
inconveniente.  
 
Riesgo y molestias 
 
Las extracciones de sangre ocasionalmente pueden producir un hematoma o generar un 
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en las defensas de su hijo/a. Queremos contarle que estas molestias no son diferentes 




Su hijo/a no obtendrá ningún beneficio extra por la participación en este estudio. Pero 
ayudará a poder saber más rápidamente si está curado un paciente que recibe 
tratamiento. 
Este trabajo podría no beneficiar a la sociedad inmediatamente, pero las generaciones 
futuras posiblemente se beneficiarán. 
 
Incentivos: 
No recibirán pagos por participar en este estudio. 
En el caso que sea necesario ustedes recibirán el reembolso del costo de traslado al 
Hospital para cada visita.  
 
Confidencialidad 
La identidad de su hijo/a será reservada como confidencial, como así los resultados de 
los estudios realizados mediante la identificación por un código de números y letras. Sin 
embargo estos datos podrán ser revisados y controlados por personal de la OMS para el 
control de los mismos. Los resultados de este estudio podrán ser publicados en revistas 
científicas preservando su identidad. 
 
Derecho a no participar o a retirarse: 
Su participación en este estudio es voluntaria. Ud. puede decidir que su hijo/a no 
participe o retirarlo cuando Ud. lo considere, sin perder la posibilidad de que el niño/a 
reciba el tratamiento y el seguimiento adecuado para la enfermedad de Chagas. A su vez 
el niño/a puede ser retirado del estudio por decisión de su doctor. 
 
Personas con las que puede contactarse: 
Si Ud. tiene alguna pregunta referente a este estudio puede comunicarse con: 
 
Dr. Jaime Altcheh o Dra Patricia Petray al Laboratorio de Parasitología del Hospital de 
Niños Ricardo Gutiérrez de Buenos Aires. TE. 4963 4122.  
Dr. Miguel Del Valle del Comité de Bioética, Dra. Noemí Rivas del Comité de Docencia e 




Nombre y Apellido del paciente....................................................................... 
No de identificación:.................................. 
Lugar del Estudio: Hosp. de Niños Ricardo Gutiérrez 
Investigador: Investigador que toma el consentimiento 
 
Mi niño/a ha sido invitado a participar en este estudio. El propósito de este estudio es la 
búsqueda de una  nueva sustancia que mide inflamación y que permitirá saber si el 
tratamiento sirvió. Los procedimientos no serán diferentes a los que habitualmente recibe 
un niño/a con enfermedad de Chagas con la excepción que se extraerá una mayor 
cantidad de sangre. De por sí el estudio no genera riesgos adicionales al tratamiento y el 
seguimiento normal. Entiendo que no hay un beneficio directo para mi niño/a, sin 
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pagos por participar en este estudio. En el caso que sea necesario se me reembolsará el 
costo de traslado al hospital para cada visita.  
 
Yo he leído ó se me ha leído toda la informa que se menciona anteriormente. Se me ha 
dado la oportunidad de preguntar y he recibido las respuestas adecuadas. Yo sé que 
puedo no participar y esto no significará penalidad ni modificación en la atención que 
recibirá el niño/a. Si decido que el niño/a participe puedo retirarlo cuando lo considere 
conveniente sin perder la oportunidad de que reciba tratamiento adecuado. Yo 
libremente acepto que el niño/a participe en este estudio. Lugo de firmar recibiré una 
copia del formulario. 
  
Nombre del paciente       
____________________________________________________________                                                
Lugar: 
 
Nombre y firma del tutor: 
 
Fecha: ____/____/____(dd/mm/aaaa)         
 
Testigo  
                                                                          
Fecha: ____/____/____(dd/mm/aaaa)   
 
Usted está de acuerdo con que:  
(i) La sangre de su niño/a será guardada en una heladera en el laboratorio de 
Parasitología y Chagas del Hospital de Niños R. Gutiérrez en Buenos Aires     SI___, 
NO___. 
(ii) durante: 20 años, SI____, NO____; menos de 20 años (indique cuantos) _____ 
años. 
(iii) Podrá ser utilizada para estudios posteriores solo relacionados a la enfermedad de 
Chagas, SI____, NO____. 
(iv) La sangre será guardada indicando su nombre:  
 SI____, NO_____, prefiero que sea guardada con un código que proteje su identidad. 
 
ASENTIMIENTO PARA NIÑOS QUE PARTICIPEN EN EL PROYECTO 
 
Marcadores inmunológicos en pacientes pediátricos con enfermedad de Chagas 
tratados con benznidazol: evaluación de su potencial como criterio de eficacia 
terapéutica o prognosis.                 
                                                                       Fecha     /       /   
 
Nombre y Apellido: ............................................................       Edad: .......... 
FN:     /        /         
 
Luego de haberte explicado a vos y a tus padres porqué se produce la enfermedad de 
Chagas y cuáles son los riesgos por tenerla, queremos contarte que te vamos a sacar 
sangre para saber si tenés enfermedad de Chagas y te pedimos permiso para, con el 
mismo pinchazo, sacarte un poquito más de sangre (una cuchara de sopa). Esto es para 
buscar unas sustancias que miden inflamación en la sangre. 
Si no estás enfermo, formarás parte de un grupo que se llama control, y no vamos a 
volver a pincharte. 
Si confirmamos que tenés Chagas, para curarte te indicaremos un tratamiento con 
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tratamos a los niños con infección por Chagas del Hospital, te estamos invitando a 
participar en este estudio que nos ayudará a saber si el tratamiento sirvió, buscando 
unas sustancias en la sangre que miden la inflamación que produce la enfermedad de 
Chagas.  
Deberás venir al hospital varias veces luego de iniciado el tratamiento, como lo hacen 
todos los chicos que tratamos. 
1. a los 7 días 
2. a los 30 días 
3. a los  60 días. En este momento termina el tratamiento. 
4. Luego tenés que venir cada 3 meses durante 1 año y luego cada 6 meses por 2 
años más. 
 
En cada  consulta tenemos que sacarte un poco de sangre. Esto puede molestar un poco 
pero haremos todo lo posible para que las molestias sean mínimas. En la visita anterior 
al tratamiento, a los 60 días (fin del tratamiento) y a los 6 meses te sacaremos un poco 
más de sangre (una cuchara de sopa en cada extracción). 
Los resultados quizás no te van a servir directamente a vos, sino más adelante a todos 
los chicos que tienen la enfermedad de Chagas. 
Queremos contarte que no estás obligado a participar. Tu decisión no va a cambiar 
nuestra forma de atenderte y siempre haremos lo posible para que estés cómodo 









































Participación de quimioquinas en los mecanismos inmunopatogénicos de la 
Enfermedad de Chagas. 
 
 
INVESTIGADOR: Dr. Ricardo Corral y Dr. Eduardo Schapachnik 
 




Este consentimiento puede contener palabras que Usted no entienda. Por favor lea con 
cuidado el formulario y formule al médico del estudio cualquier pregunta al respecto o 
solicite la aclaración que necesite. El documento consta de un total de  6  páginas que 
están numeradas del 1 al 6. 
 
Antes de aceptar participar en este estudio es importante que comprenda la siguiente 
explicación referente a los procedimientos, beneficios y potenciales riesgos del presente 
estudio. Este consentimiento explica los beneficios, riesgos, incomodidades y 
precauciones relacionadas con el estudio. También explica su derecho de retirarse del 
estudio en cualquier momento. 
 
No se pueden realizar garantías ni reaseguros relacionados con los resultados que se 
obtengan. 
 
Si Usted tiene menos de 21 años no puede ingresar en este estudio excepto que cuente 
con la debida autorización de sus padres o tutores. Es importante que le indique a su 
médico todos sus antecedentes de salud para su mejor control y cuidado durante el 
estudio. 
 
Este estudio científico será llevado adelante por médicos investigadores pertenecientes a 
la División Cardiología del Hospital General de Agudos "Dr. Cosme Argerich" y el 
Laboratorio de Parasitología y Enfermedad de Chagas del Hospital de Niños "Dr. Ricardo 
Gutiérrez". 
 
Usted ha sido invitado a participar del mismo porque presenta alguna de estas tres 
condiciones 
 a) padece Enfermedad de Chagas; 
 b) padece insuficiencia cardíaca cuyo origen no es la Enfermedad de Chagas; 
 c) es una persona normal que no padece Enfermedad de Chagas ni insuficiencia 
cardíaca. 
Tal condición le es informada a Usted a continuación: 
 Usted padece Enfermedad de Chagas: _____________________________ 
 Usted padece insuficiencia cardíaca:   ________________________________ 
 Usted no padece Enfermedad de Chagas ni insuficiencia cardíaca: _________ 
 
Si su médico ha determinado que Usted padece Enfermedad de Chagas ello significa que 
Usted ha entrado en contacto con un parásito llamado Trypanosoma cruzi. La mayoría de 
las veces este parásito ingresa al organismo a través de las defecaciones de un insecto 
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popularmente conocido como vinchuca, el cual suele defecar cuando se alimenta de la 
sangre de la persona a la que pica. 
Otras veces este parásito ingresa a través de una transfusión de sangre, si la persona 
que la donó se hallaba ya parasitada por el Trypanosoma cruzi. Más raramente, una 
madre que tiene la Enfermedad de Chagas puede transmitirle el parásito a su bebé en el 
momento del nacimiento. Otras situaciones de contacto con el parásito son aún más 
raras (por ejemplo, un transplante de órganos, un accidente de laboratorio y otras que 
no están debidamente comprobadas científicamente). 
 
El contacto con el Trypanosoma cruzi (o sea padecer la Enfermedad de Chagas, o ser 
“chagásico” como suelen decir de sí mismos muchas personas) en el 80% de los casos no 
implica tener alterado el corazón, órganos del aparato digestivo como el esófago o el 
intestino grueso, el sistema nervioso u otros órganos. Sólo en un 20% de los casos 
puede producirse alguna lesión de alguno de estos órganos y tan sólo en un 5% de este 
grupo aquella lesión puede ser de cierta importancia produciendo insuficiencia cardíaca. 
El significado del concepto de “insuficiencia cardíaca”  se explica a continuación ya que la 
misma puede ser producida por otras causas diferentes a la Enfermedad de Chagas. 
Como quedó expresado más arriba, en este estudio habrá pacientes que tienen 
insuficiencia cardíaca producida por causas distintas a la Enfermedad de Chagas y que 
son asistidos en el Consultorio de Insuficiencia cardíaca o en el Consultorio general de 
Cardiología. 
 
Insuficiencia cardíaca se refiere a que su corazón tiene cierta incapacidad de bombear la 
sangre, algo que le puede ocasionar falta de aire, fatiga y/o hinchazón en las piernas lo 
cual se llama edema o en el hígado o en otras partes del cuerpo (por ejemplo en la 
espalda). 
 
Usted puede ser una persona que no padece ni Enfermedad de Chagas ni insuficiencia 
cardíaca, y que explicado de los motivos de este estudio ha aceptado participar 
voluntariamente del mismo. 
 
PROPÓSITO DEL ESTUDIO 
 
El propósito de este estudio es determinar si existe un proceso de inflamación 
relacionado a su condición y establecer si hay diferencias vinculadas a esto según si 
Usted padece Enfermedad de Chagas, insuficiencia cardíaca o ninguna de las dos. Este 
estado de inflamación es detectado mediante un análisis de sangre especial en el cual se 
buscan unas sustancias llamadas quimioquinas. 
Estudios científicos realizados alrededor del mundo han demostrado que estas sustancias 
juegan un papel importante en enfermedades como la artritis reumatoidea, el infarto de 
miocardio y en otras condiciones. El interés de su doctor y de los investigadores que 
también participan de este proyecto es determinar si también ello acontece y en qué 
grado en la Enfermedad de Chagas y en la insuficiencia cardíaca, para lo cual se hace 
necesario también realizar el mismo análisis de sangre a un grupo de personas que no 
las padezcan para realizar las correspondientes comparaciones. 
 
PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO 
 
Participarán en este estudio 45 personas en quiénes se ha determinado que presentan 
enfermedad de Chagas, en 15 en quiénes se ha hallado insuficiencia cardiaca y en otras 
15 que no presentan ni una ni la otra. Todos los pacientes se asisten en el Consultorio 
externo de Cardiología del Hospital General de Agudos Dr. Cosme Argerich, en las áreas 
de “Enfermedad de Chagas”, “Insuficiencia cardíaca” o “Consultorio general”. 
 
Como es de rutina para estudiar la afección que Usted padece, su Doctor le realizará una 
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medicamentos que toma, enfermedades que padezcan otros miembros de su familia y le 
realizará un examen físico donde el médico tomará nota de su presión arterial, frecuencia 
cardíaca, ausculturá su corazón y sus pulmones, le palpará el abdomen. 
Además le solicitará se le realicen un electrocardiograma, una radiografía de tórax, un 
ecocardiograma y los análisis de laboratorio de rutina. 
 
Si su doctor llegara a considerarlo necesario para su estado de salud y beneficioso para 
la misma, podrá realizarle otros estudios, pero los mismos no son requeridos para la 
presente investigación. 
 
Una vez completado esta etapa, luego que su Doctor le informe de este estudio científico 
y que lo invite a participar del mismo, en caso de estar Usted de acuerdo, convendrá con 
Usted una fecha y hora para concurrir al gabinete de extracciones del Laboratorio del 
Hospital en donde le extraerán aproximadamente 10 centímetros cúbicos de sangre para 
realizar un análisis confirmatorio de si Usted padece o no Enfermedad de Chagas y otro 
para estudiar la presencia de las mencionadas quimioquinas. Estos análisis se realizarán 
en el Laboratorio de Parasitología y Enfermedad de Chagas del Hospital de Niños Ricardo 
Gutiérrez, a los cuales se remitirá la muestra de sangre extraída. 
 
Los doctores de estos laboratorios no serán informados en este momento acerca de su 
nombre ni de si Usted padece Enfermedad de Chagas, insuficiencia cardíaca o ninguna de 
ellas, ya que el tubo que contendrá la sangre será identificada por un código otorgado en 
el momento de la extracción que permitirá identificarlo a posteriori de conocerse los 
resultados. Este método de no informarles acerca de su condición es común en las 
investigaciones científicas y se denomina método ciego, lo cual significa que al realizar 
los estudios ellos no se verán influídos por el diagnóstico que a Usted le han dado en el 
Hospital Argerich. 
 
Como se expresó más arriba, una parte de esta muestra de sangre que le extrajeron, 
será enviada al Laboratorio de Parasitología y Enf. De Chagas del Hospital de Niños 
donde otro equipo de doctores realizarán la búsqueda de estas quimioquinas.  
 
RIESGOS O INCOMODIDADES 
 
Durante el estudio se le realizarán dos extracciones de sangre. La primera para la 
realización de los análisis de laboratorio de rutina y la segunda, para el análisis especial 
de búsqueda de quimioquinas. En cada una de estas extracciones no harán falta más que 
el equivalente a tres cucharaditas de te de sangre. Cada procedimiento de extracción de 
sangre puede ocasionarle cierta molestia por el pinchazo, inflamación, moretón o 
pequeño sangrado en el sitio de la extracción. Algunas personas suelen experimentar 
mareos cuando se les extrae sangre o a posteriori. También existe la posibilidad de una 
infección, pero se tomarán medidas para evitar estas molestias o disminuirlas al mínimo. 
El electrocardiograma, la radiografía y el ecocardiograma representan riesgos mínimos 




Siendo que a los fines de esta investigación no se requiere que se le indique ningún 
tratamiento especial, más allá que el que su doctor le hubiese indicado por la 
enfermedad que usted tuviera y siendo que el único procedimiento será la realización de 











La información que surja cuando se conozcan los resultados de esta investigación podrá 
beneficiarlo a Usted y a otros pacientes con su misma enfermedad. 
 
Si Usted no padece ninguna enfermedad y fue invitado a participar del estudio, obtendrá 
un informe pormenorizado sobre su estado de salud que surja de los estudios que se le 
han realizado y habrá contribuido solidariamente para la realización de una investigación 
científica. 
 




Los resultados del estudio se conocerán al cabo de un año de iniciado, aproximadamente 
y le serán informados aquellos hallazgos que puedan ser de su interés y los que hagan al 
conocimiento de su estado de salud. 
 
COSTOS Y COMPENSACIONES 
 
Todas las consultas y estudios que se realicen serán absolutamente gratuitos. 
 




Su identidad y toda información acerca de Usted, incluyendo su historia clínica, datos de 
laboratorio y hallazgo de los exámenes físicos serán mantenidos en confidencialidad 
según lo establecido por la ley. 
 
Usted toma conocimiento a partir de la lectura de este documento que toda la 
información relacionada con su participación en este estudio puede ser inspeccionada por 
funcionarios de Salud del gobierno de la Ciudad de Buenos Aires y por el Comité de Ética 
de los Hospitales Argerich y Ricardo Gutiérrez. 
 
Los resultados del estudio podrán ser presentados en Congresos Médicos o publicaciones 
científicas pero en todos los casos su identidad no será revelada. 
 
DAÑOS RELACIONADOS CON LA INVESTIGACIÓN 
 
La firma de este consentimiento no implica la renuncia a ninguno de los derechos legales 
previstos por la normativa vigente, para el caso de lesiones o daños relacionados con su 
participación en el estudio, si bien la posibilidad de que se produzcan es mínima. 
 
DUDAS. CONTACTO CON EL COMITÉ DE ÉTICA 
 
Ante cualquier duda relacionada con el estudio, contacte al médico encargado del estudio 
o a sus colegas del Hospital Argerich o comuníquese al siguiente teléfono: 15-4927-5421. 
Si tiene dudas de sus derechos como paciente y de este estudio de investigación puede 
contactar al Comité de Ética del Hospital Argerich. Este comité está instituido para 
proteger los derechos de los pacientes que participan en estudios clínicos. 
 
PARTICIPACION VOLUNTARIA / RETIRO DEL ESTUDIO 
 
Su participación en este estudio es voluntaria. Ud. podrá  negarse a participar o retirarse 
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Si se niega a participar o se retira del estudio antes de que este finalice, no se verá 
afectada la calidad ni la disponibilidad de su atención médica. 
 
El médico del estudio puede pedirle que abandone el estudio sin su consentimiento en 
caso que Usted no siga el plan de estudios, sufra alguna lesión relacionada con el estudio 
o por alguna otra razón. 
 
 
CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE  
 
He leído y comprendido la información previa. Los riesgos y beneficios de este estudio 
me han sido debidamente explicados por una persona responsable del mismo. He tenido 
la oportunidad de hacer preguntas. Si tengo otras preguntas o si experimento otros 
problemas relacionados con la investigación contactaré al Dr. Edgardo Schapachnik, 
teléfono 15-4927-5421. 
 
Autorizo que mis registros médicos puedan ser inspeccionados por la autoridad 
competente y por los Comités de Ética de los Hospitales Argerich y Ricardo Gutiérrez. 
Mediante la firma de este documento, acepto participar voluntariamente en este estudio, 
puedo negarme a participar o retirarme del mismo en cualquier momento, no seré 
penalizado ni perderé mis derechos. No declino de ningún derecho legal que tendría si no 
estuviese participando de este estudio. Mi firma implica que he leído y entendido este 
consentimiento y se han contestado todas mis preguntas referentes a los procedimientos 
del estudio, posibles riesgos, beneficios. He recibido una copia firmada y fechada de este 
documento. Mi médico de cabecera será informado de mi participación en el estudio. 
 
 
__________________________                                     ________________________          
Firma y aclaración del paciente*                    Tipo y Nro de documento                   
Fecha 
(*Letra de imprenta, llenado por el paciente)            
 
 
_________________________                                   _________________________           
Firma y aclaración del padre/madre                     Tipo y Nro de documento                   
Fecha  
y/o tutor legal* 
(*Letra de imprenta, llenado por el tutor) 
 
 
___________________________                               ________________________           
Firma y aclaración del testigo*                          Tipo y Nro de documento                      
Fecha 
(*Letra de imprenta, llenado por el testigo)  
 




___________________________                                    ________________________           
Firma y aclaración del investigador*                Tipo y Nro de documento                      
Fecha 
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